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第 I 章 緒言 
 
 発育期は，最大骨量の獲得に重要な時期である．最大骨量を増大させることは骨量減少
予防，ひいては将来的な骨粗鬆症の一次予防としても重要である（Clarke et al.,2010）．発育
期の骨量増加は，栄養素等摂取状況，身体活動状況，ストレスなど様々な要因により規
定される（Chesnut et al.,1991; Misra et al., 2008; Riggs et al., 2008; Teegarden et al., 1998）．と
くに，身体活動（運動）は，適度に行うことで骨量増加を促進する（Nomura et al., 2000; 
Yeh et al., 1994）．その一方で，ハードトレーニングを行う女性アスリートにみられるよ
うに，運動の強度や負荷が過剰となり，その運動を支えるカルシウムなどの栄養素等摂
取や循環エストロゲンレベルをはじめとしたホルモン環境に問題がある場合には，運動
が骨に対し負の影響を及ぼし，低骨量や骨構造の劣化を引き起こすことが報告される
（Barrack et al., 2010; Hammar et al., 2000; Lindsay et al., 1988; Manolaagos et al., 1995; 
Misra et al., 2008）．さらに，高強度運動や疲労困憊に至る運動は生体内の抗酸化能を上回る
活性酸素の過剰産生を招き，酸化ストレスを惹起する可能性も示唆されている（Viña et a.l, 
2000）．近年，酸化ストレスが，破骨細胞の分化および活性の亢進や骨芽細胞の分化および
増殖の抑制，骨コラーゲンの非酵素的悪玉架橋の増大をもたらし、骨の脆弱化のリスクフ
ァクターとなることが示されている（Bai et al,. 2004; Garrett et al., 1990; Saito et al. 2010）．こ
れらのことから，運動により惹起された酸化ストレスも骨に対し負の影響を与える可能性
が考えられる． 
 抗酸化物質は，酸化ストレスを惹起する過剰な活性酸素の除去に有効である（Packer et al. 
1997）．高い抗酸化能を有するリコピンは，トマトなどに豊富に含まれ，運動誘発性の酸化
ストレス軽減効果や骨量減少抑制効果も示唆されている（Kim et al., 2003; Liu et al., 2005; 
Mackinnon et al., 2011; Omi et al., 2011; Pialoux et al., 2010; Plunkett et al., 2010; Ramel et al., 
2004; Rao et al., 2003; Shen et al., 2008）．前述のように，適度な運動は骨代謝に対し有効であ
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ることから，抗酸化物質であるリコピンの摂取と運動の併用は、それぞれ単独の効果だけ
でなく、運動の骨代謝への負の影響をリコピン摂取により軽減することで，運動の骨代謝
への効果を最大化することができる可能性が考えられる．Omi ら（2011）は，リコピン添加
食摂取と走運動負荷の併用により酸化ストレスが軽減され，骨量が増加することを報告し
ている．骨粗鬆症改善の観点から，深刻な低骨量状態を呈する卵巣摘出・低カルシウム摂
取骨粗鬆症モデルラットを用い，リコピン摂取と運動の併用による骨量の改善を検討した
先行研究では，酸化ストレスの軽減や骨量増加効果はみられなかったが, 骨吸収マーカーの
値から骨吸収抑制効果の可能性は認められた（宮川ら,2009）．これら先行研究より，リコピ
ン摂取と走運動負荷の併用が骨吸収抑制に有効であることが示された．このことから，リ
コピン摂取と走運動負荷の併用は，骨量減少リスクを有した状態において，骨量減少を未
然に防ぎ，骨量を維持することに寄与できるかもしれない．また，閉経後女性にリコピン
を投与した先行研究においても、骨量への効果はみられなかったもののリコピン投与単独
での骨吸収抑制効果が示されている（Mackinnon et al., 2011）．このリコピン摂取の骨量減少
に対する軽減効果の可能性を明らかにすることは，骨量獲得に重要な時期でありながら，
カルシウムなどの栄養素等摂取不足や循環エストロゲンレベルの低下のような骨量増加を
抑制するリスクを有した若年女性や女性スポーツ選手の骨の健康の維持・増進への貢献に
つながると考えられる． 
 エストロゲン欠乏が，骨の脆弱化のリスクファクターであることはひろく証明されてい
る．このエストロゲン欠乏による骨量減少に対して，抗酸化物質の摂取が抑制効果を発揮
することが報告されてきている（He et al., 2010; Kim et al., 2003; Kupisiewicz et al., 2010; 
Mackinnon et al., 2011; Rao et al., 2003; Shen et al., 2008）．また，近年，エストロゲン欠乏が，
酸化ストレスの増大と関連し（Bednarek- Tupikowska et al., 2009; Hernández et al., 2000; 
Topçuoglu et al., 2009），エストロゲン欠乏による骨量減少や骨の脆弱化への酸化ストレスの
関与が示唆されている．これらのことから，エストロゲン欠乏性の骨量減少において，抗
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酸化物質の摂取は，エストロゲン欠乏による酸化ストレスの増大を抑制することで，骨量
減少を予防する有効な手段となる可能性が考えられる． 
前述のように，適度な運動は骨代謝に有効である（Hollander et al., 1999; Nomura et al., 
2000; Yeh et al., 1994）．一方で，強度の高い運動や過剰な負荷の場合，運動誘発性の酸化ス
トレスによる骨への負の影響の可能性も考えられる．リコピン摂取と運動を併用した検討
では，これら運動単独の骨代謝への影響もあり，骨代謝への効果が，リコピン単独の効果
か、あるいは運動との相加、相乗効果かが明確にできない．そこで，本研究では，骨量減
少リスクを有した状態において，まず，リコピン摂取単独での骨量減少に対する軽減効果
を検討した． 
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第 II 章 文献研究 
1.  酸化ストレス 
 呼吸に利用される大気中の酸素は安定な基底状態の酸素であり，三重項酸素と呼ばれる．
これに対し，不安定で反応性に富む酸素分子種および関連化合物を活性酸素種［ROS］と総
称する．活性酸素には，フリーラジカルと非ラジカルがある．フリーラジカルは，原子ま
たは分子軌道上に 1 つまたはそれ以上の不対電子を含む分子または分子フラグメントであ
ると定義され（Halliwell et al., 1999），フリーラジカルの高い反応性はその不対電子によるも
のである． 
 狭義の意味での活性酸素として代表的なものとして，スーパーオキサイド［O2－］，過酸
化水素［H2O2］，ヒドロキシラジカル［OH］，一重項酸素［
1
O2］が挙げられる．スーパー
オキサイドは，最も発生しやすい活性酸素であり，酸素分子に 1 電子付加したもので（Miller 
et al., 1990）、主にミトコンドリアで産生される（Cai et al., 1998）．スーパーオキサイドは，
様々な活性酸素の産生反応の最も上流に位置づけられる活性酸素であることから、”一次” 
活性酸素とされ，酵素や金属触媒反応による他の生体分子との相互作用により，続く”二次
“活性酸素の産生につながる（Valko et al., 2005）．過酸化水素は，スーパーオキサイドから
スーパーオキサイドディスムターゼ［SOD］により産生され（Baehner et al., 1975），カタラ
ーゼ［CAT］やグルタチオンペルオキシダーゼ［GPx］によって水へと変換される．また，
細胞内小器官の 1 つであるペルオキシゾームでの酸素の消費も過酸化水素の産生につなが
る（Dansen et al., 2001）．ヒドロキシラジカルは，非常に高い反応性を持ち，鉄や銅といっ
た還元型の遷移金属の存在下で，フェントン反応により過酸化水素から産生され【反応(2)】，
この反応の前段階の還元型遷移金属の産生には前述したスーパーオキサイドも関連してい
る【反応(1)】（Giulivi et al., 1995）． 
 Fe3+ + O2
－ → Fe2+ + O2 (1)  
  Fe
2+
 + H2O2 → Fe
3+
 + OH + OH－ (2) 
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一重項酸素は，三重項酸素が励起してできる高エネルギー状態の酸素で，紫外線照射によ
って皮下で発生し，光増感色素存在下では可視光によっても発生する（Ao et al., 2008）．ま
た，スーパーオキサイドからの不均化反応によっても産生される【反応(3)】（Steinbeck et al., 
1993）． 
  O2
－ + O2
－ + 2H
+
 → H2O2 + 
1
O2  (3) 
一重項酸素は，強力な活性酸素であり，DNA のデオキシグアノシン部位と特異的に反応す
ることが知られている（Khan et al., 2007）． 
 広義の意味での活性酸素としては，オゾンやヒドロペルオキシドといった脂質過酸化反
応に関連して発生するものや一酸化窒素など活性窒素種なども含まれる．これら活性酸素
種は，前述のようにスーパーオキサイドから SOD により過酸化水素が産生され，フェント
ン反応によりヒドロキシラジカルの産生につながるように，相互に関連しながら生体内で
産生されていく（Valko et al., 2007）． 
 活性酸素は，特に免疫やシグナル伝達など生理学的機能のために産生されるか，代謝過
程の副産物として発生する．細胞内発生源としては，スーパーオキサイドの主な発生源と
なるミトコンドリアの電子伝達系複合体 I および III や，小胞体のシトクロム P450，細胞質
のキサンチンオキシダーゼ，ペルオキシゾームがあり，細胞外では，白血球の細胞膜 NADPH
オキシダーゼ系や次亜塩素酸産生に関わるミエロペルオキシダーゼが挙げられる（Leopold 
et al., 2008）． 
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Fig. 1. Pathways of ROS formation, the lipid peroxidation process and the role of glutathione  
(GSH) and other antioxidants (Vitamin E, Vitamin C, lipoic acid) in the management of  
oxidative stress (equations are not balanced). 
GSSG, oxidaised glutathione; Gred, glutathione reductase, LH, polyunsaturated fatty acid; L∙, lipid 
radical; LOO∙, lipid peroxyl radical; T-OH, Vitamin E; T-O∙, Vitamin E radical; AscH
-
, ascorbate 
monoanion; Asc∙
-
, ascorbyl radical; ALA, α-lipoic acid; GST, glutathione S-transferase. (Valko et al., 
2007) 
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 活性酸素は生体内で常に産生されているものであるが，加齢やストレス，喫煙，紫外線，
排気ガス，化学物質，激しい運動などの要因によってその産生量は増大する．脳組織中の
スーパーオキサイド産生を ex vivo で検討した動物実験において，加齢によってスーパーオ
キサイド産生が増加していることが示唆された（Sasaki et al., 2008）．また，たばこの煙に含
まれる主要な化学物質であるハイドロキノンとカテコールにより、過酸化水素および DNA
損傷マーカーである 8-ヒドロキシデオキシグアノシン［8-OHdG］の濃度依存的な産生増加
がみられ，2 つの化学物質の自動酸化により過酸化水素が産生され，さらに産生されたヒド
ロキシラジカルにより DNA が酸化損傷を受けた可能性が示唆された（Leanderson et al., 
1990）．このように，増大した活性酸素は生体内のタンパク質および DNA の酸化，脂質の
過酸化といった酸化ストレスを引き起こし，生体の機能や構造に損傷を与える．そしてそ
の結果，慢性疾患や老化の進行につながる（Federico et al., 2007; Maritim et al., 2003; Roberts et 
al., 2009; Tsutsui et al., 2001）． 
 一方で，生体内には，活性酸素を除去し，生体成分や細胞機能への損傷を最小限に抑え
るための抗酸化機能が存在する．抗酸化機能は，抗酸化酵素および抗酸化物質などからな
り，相互に作用しながら機能しており（加柴, 1999），この抗酸化機能を上回る活性酸素の
産生が起きると酸化ストレスが発生する（Leopold et al., 2008）．抗酸化機能は，機能ごとに，
1：予防型抗酸化物，2：ラジカル補足型抗酸化物，3：修復再生型抗酸化物，4：適応機能
に分けられる（野口, 2003）．予防型抗酸化物は，生体内での活性酸素の産生を防止する抗
酸化物であり，主に SOD や GPx，CAT といった抗酸化酵素がそれにあたる．ラジカル補足
型抗酸化物は，産生された活性酸素がタンパク質や DNA，脂質など標的分子を攻撃する前
に補足し，以降の連鎖反応を断つ役割を担っている．ラジカル補足型抗酸化物として，ビ
タミン C やビタミン E，カロテノイドなどのいわゆる抗酸化物質が挙げられ，それぞれ標
的とする活性酸素や，水溶性や脂溶性といった性質の違いにより細胞外や細胞膜上など機
能する場所も異なる．また，抗酸化物質同士は，互いに酸化・還元修復する相互作用によ
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り機能を高めている（Mortensen et al., 2001; Zhang et al., 2000）．修復再生型抗酸化物は，ホ
スホリパーゼやプロテアーゼ，DNA 修復酵素などが含まれ，活性酸素の攻撃を防ぎきれず
損傷を受けた場合においても，機能的な問題の発生を防ぐために，変性・損傷を受けた物
質の修復および再生を行う．適応機能は，活性酸素の産生により抗酸化酵素が発現し，さ
らに必要な場に輸送される反応であり，活性酸素の過剰産生を防ぎ，生体組織の損傷を減
らすことに寄与する． 
 
 
Fig. 2. Determinants of redox balance. 
ROS, reactive oxygen species; O2
-
, superoxide; H2O2, hydrogen peroxide; OH
-
, hydroxyl radical; 
ONOO
-
, peroxynitrite; HOCl, hypochlorous acid; GSH, reduced glutathione; SOD, superoxide 
dismutase; GPx, glutathione peroxidase; GSSG Red, glutathione reductase; G6PD, 
glucose-6-phosphate dehydrogenase. (Leopold et al., 2008) 
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2 運動と酸化ストレス 
 運動と活性酸素に関する研究は、Commoner ら（1954）によって，運動による筋肉中での
フリーラジカル産生が報告されたことがはじまりである．運動時の酸素摂取量は安静時の
10－15 倍に増加し，活動筋では 100 倍にまで達する．Chance ら（1979）は，安静状態でに
おいて，ミトコンドリアで消費される酸素の 2－5%が活性酸素に変換されることを示した．
このことから，運動時には酸素消費量の増大および運動に応じた酸化的リン酸化の増加に
伴い，活性酸素の産生量も増大することが推察された．しかしながら，安静時よりも活発
に ATP 生産が行われている状態では，ミトコンドリアで活性酸素に変換された酸素の割合
は安静時の 1/10 であることも示された．この研究により，ミトコンドリア以外にも運動誘
発性の活性酸素発生源が存在する可能性が示唆された．Hellsten ら（1997）は運動により筋
肉中のキサンチンオキシダーゼ［XO］の発現が増加し，活性酸素産生に寄与していること
を示した．XO は，ヒポキサンチンをキサンチンに，キサンチンを尿酸へ酸化する酵素であ
り，酸素分子を利用しスーパーオキサイドを産生する（Hellsten et al.,1997）．動物実験やア
スリートを対象とした研究において，XO 阻害剤である allopurinol の投与は，XO 活性の低
下および運動後のタンパク質酸化や脂質過酸化を抑制したことが報告されている（Gomez- 
Cabrera et al., 2006; Viña et al., 2000）．また，運動時には骨格筋への血流配分などにより代償
的に消化器や腎臓では血流量の低下，虚血状態を生じる（江口ら; 2009）．組織が一定時間
虚血状態にあると，アイソザイムであるキサンチンデヒドロゲナーゼが XO に転換し，ATP
の分解物としてヒポキサンチンが蓄積し，ここに再灌流によって酸素が供給されると，前
述の酵素反応が開始されスーパーオキサイドの発生につながる（Hellsten et al.,1997）．さら
に，激しい運動では，骨格筋などが損傷し，炎症部位に好中球などの炎症性細胞の浸潤が
生じ，NADPH オキシダーゼやミエロペルオキシダーゼによる活性酸素の産生および細胞外
への放出が起こる（江口ら; 2009）．運動によるラット好中球中の活性酸素産生および
NADPH オキシダーゼ発現の増加も報告されている（Levada-Pires et al., 2007）．以上のよう
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な運動による生体内の活性酸素産生の増大によって，DNA やタンパク質の酸化，脂質の過
酸化などの酸化ストレスが惹起される（Ji et al., 1995）． 
 運動による酸化ストレスの発生要因の一つとして，運動強度があげられ，低強度では活性
酸素産生と抗酸化能は均衡を保ち［定常状態］，中強度では抗酸化能が優位となり［酸化ス
トレス軽減］，高強度では活性酸素産生が過剰な状態［酸化ストレス］となることが報告さ
れている．酸化ストレスマーカーである血中過酸化脂質は 80% VO2maxまでの強度では運動
強度に比例して増加し，80% VO2max以上の負荷では急激に増加することが示されている（荒
尾ら; 1992）．疲労困憊に至る運動においても，タンパク質酸化や脂質過酸化などの酸化ス
トレスの発生がみられている（Augulio et al., 2005, Sureda et al., 2005）．一方で、Dekkers ら
（1996）は，40% VO2maxや 70% VO2maxの運動強度においては血中過酸化脂質が増加せず，
むしろ運動前よりも低下したことを示している． 
 運動による活性酸素の産生に対する応答反応として，生体内抗酸化酵素の発現や活性の
増加が報告されている（Hollender et al., 2001）．一過性の疲労困憊運動後では，血中や骨格
筋中の抗酸化酵素である SOD の発現量や，GPx，CAT，グルタチオンリダクターゼ（GR）
の活性の増加が示されている（Augulio et al., 2005; Hitomi et al., 2008; Ji et al.,1995; Radak et 
al., 1995）．また，トレーニングによる抗酸化酵素活性の増加も報告されており，トレーニ
ングを行っているランナーの赤血球の SOD や GPx、CAT などの酵素活性は，トレーニング
を行っていない対象者と比べて高いことが示されている（Toskulkao et al., 1996）．10 週間の
トレーニングを行った一般男性においても，赤血球の CAT および GR の活性が有意に増加
した（Ohno et al., 1988）．中年男性を対象として 21 週間のレジスタンスまたは持久トレーニ
ングを負荷したでは研究においては，CAT や GPx，SOD の発現の増加が示された（Garcia- 
Lopez et al., 2007）．一過性の運動やトレーニングによって，血中の抗酸化物質レベルの上昇
も引き起こされる．一過性の疲労困憊運動によって，運動後の血清中の-トコフェロールや
アスコルビン酸，尿酸などの抗酸化物質濃度の上昇が報告されている（Augulio et al.,2005; 
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Dekkers et al., 1996）．また，トレーニングによる一時的な GSH 濃度の上昇も示されている
（Evelo et al., 1992）。 
 抗酸化物質の摂取は，運動により惹起された酸化ストレスの軽減に有効である．ビタミ
ン E やビタミン C などの抗酸化ビタミンの摂取により，持久的トレーニングや一過性の高
強度運動により誘発された脂質過酸化などの酸化ストレスの軽減が報告されている（Ashton 
et al., 1999; Rokitzki et al., 1994; Sen et al., 2001; Takanami et al.,2000）．抗酸化物質の一つであ
るセレニウムを雄ラットに 4 週間投与したところ，一過性運動後の脂質過酸化レベルが低
値を示し，活性酸素産生の抑制効果が示唆された（Akil et al., 2011）．また，Mastaloudis ら
（2004）は，6 週間のビタミン C 1000 mg およびビタミン E 300 mg の混合摂取により，50 km
のウルトラマラソン後のランナーにおいて，運動誘発性脂質過酸化が抑制されたことを報
告している．一方で，抗酸化物質を摂取しても，運動誘発性の酸化ストレスは軽減されず，
プロオキシダント特性を示したという報告もある（Gaeini et al., 2006; McAnulty et al., 2005）．  
 
3 酸化ストレスと骨代謝 
 骨は綿密に制御された代謝サイクルをもつダイナミックな器官であり，正常な骨のリ
モデリングは破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成とが一定のバランスを保った
状態で維持されている（鶴上ら, 1998）．そのバランスが乱れ，骨吸収亢進などにより骨吸
収が骨形成を上回ると，骨量減少，ひいては骨粗鬆症につながる（Wauquier et al., 2009）．
骨粗鬆症の発症に関与する因子のうち，最も重要なものとして加齢や閉経に伴うエストロ
ゲン欠乏があげられる．骨量減少や骨粗鬆症のリスクファクターとしては，不可避な遺伝
的因子として，人種，性，家族歴などがあげられ，環境・後天的因子としては，カルシウ
ム摂取不足やアルコール多量摂取などの栄養因子，喫煙や運動不足などの生活習慣，肥満
などの内分泌因子があげられる（井上ら, 1998）． 
近年，骨量減少や骨強度の低下による骨の脆弱化の原因の 1 つとして，活性酸素が注目
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を集めている．加齢や喫煙など，前述した骨粗鬆症のリスクファクターの中には，活性酸
素の発生要因でもある因子もあり，骨の脆弱化と活性酸素との関連が示唆される．Garrett
ら（1990）は，スーパーオキサイドが破骨細胞の形成および活性化を促進することを報告
している．細胞研究では，過酸化水素が骨吸収および破骨細胞形成を促進することが示さ
れている（Bax et al., 1992, Fraser et al., 1996）．一方で，活性酸素は骨吸収過程には直接的に
関与しないが，破骨細胞の活性化に寄与することで骨吸収を促進するという報告もある
（Hall et al., 1995）．また，前駆細胞内での活性酸素産生が，破骨細胞分化因子誘導性破骨細
胞分化における細胞内シグナルメディエーターのような重要な役割を果たすことも示され
ている（Lee et al., 2005, Sasaki et al., 2009）．破骨細胞だけでなく，細胞内で発現する酒石酸
耐性酸性フォスファターゼが，活性酸素産生能を持ち，経細胞輸送媒体中の骨間質構成有
機物を破壊することで，骨吸収に直接関与することも報告されている（Halleen et al., 2003）．
骨形成および骨芽細胞に関して，過酸化水素が，酸化ストレスを発生させ，骨芽細胞の分
化を抑制することが示されている（Bai et al., 2004; Liu et al., 2004）．マウスおよびヒト骨芽
細胞培養株においては，過酸化水素が骨芽細胞の細胞増殖を抑制したことも報告されてい
る（Li et al., 2009）．スーパーオキサイド産生に関わる XO で処理した骨芽細胞 MC3T3-El
および骨髄幹細胞 M2-10B4 では，酸化ストレスの増大と骨芽細胞分化マーカーの抑制がみ
られた（Mody et al., 2001）．骨形成マーカーであり，骨間質タンパク質の 1 つであるオステ
オカルシンは，スーパーオキサイドに曝露されると，分子量の小さいペプチドにまで壊れ
ることも報告されている（Banfi et al., 2008）．骨強度は，骨密度と骨質の二つの要因からな
り，骨密度は骨強度のほぼ 70%を説明し，残り 30%の説明要因を“骨質”という用語に集
約し，“骨質”として，微細構造，骨代謝回転，微細損傷の蓄積，骨組織のミネラル化など
が挙げられる（NIH, 2000）．骨は骨基質にミネラルが沈着して形成され，骨基質はコラーゲ
ン［90%］と，オステオカルシンなどの非コラーゲン性タンパク質［10%］で構成されてい
る．この骨基質にリン酸カルシウムの結晶［hydroxy- apatite］が沈着して骨組織が形成され
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ることから，コラーゲンは骨の石灰化の基質として重要な役割を果たしている（藤本，1994）．
この骨コラーゲン同士をつなぐ架橋［生理的架橋］は，骨の石灰化に必須であり，石灰化
を促進し骨強度を高めるが，酸化や糖化反応により過産生される AGEs 架橋のような非酵素
的悪玉架橋の増大により石灰化が阻害され，骨強度の低下につながることが報告されてい
る（Saito et al., 2010）．また，疫学研究では，60 歳以上の高齢者において，酸化ストレスが
骨粗鬆症の独立したリスクファクターであることが示唆されている（Sanchez-Rodriguez et 
al., 2007）．閉経後女性を対象とした研究では、骨粗鬆症の女性の総酸化ストレス度および
酸化ストレス指数［総酸化ストレス度／総抗酸化力］は有意に高く，酸化ストレス指数と
腰椎および大腿骨頚部骨密度の間に有意な負の相関がみられた（Altindag et al., 2008）．同様
に，酸化ストレスマーカーが閉経後女性の骨量減少の重要な指標となることも示唆されて
いる（Ozgocmen et al., 2007）．酸化ストレスの発生原因は活性酸素の過剰産生であり，これ
らのことから，酸化ストレスレベルが骨の脆弱化を予測する指標となり得る可能性が示唆
される． 
 骨の脆弱化の要因として挙げられる活性酸素の除去には，生体内の抗酸化酵素の活性や
生体内抗酸化物質レベルを高めることが有効であり，抗酸化物質摂取による骨量減少予防
効果も報告されている．高齢の白人男女を対象とした研究において，抗酸化ビタミンであ
るビタミン C の摂取量およびビタミン C 投与量が最も多いグループの大腿骨近位部および
非椎体骨折は，最も少ないグループと比べ，有意に少なく，骨折に対するビタミン C の摂
取および投与による保護効果が示されている（Sahni et al., 2009）．動物実験では，エピガロ
カテキンなどの緑茶ポリフェノール類の投与により，卵巣摘出ラットの GPx 活性の上昇お
よび骨量減少の抑制が報告されている（Shen et al., 2008）．グレープやクランベリーに含ま
れるレスベラトロールをマウス破骨細胞前駆細胞 RAW 264.7 に投与したところ，RANKL
誘導性活性酸素産生を抑制することを介した，破骨細胞形成の抑制が示された（He et al.,; 
2010）．同様に，レスベラトロール類縁化合物による，破骨細胞分化の抑制，さらに，骨芽
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細胞分化の促進効果も報告される（Kupisiewicz et al., 2010）．また，ビタミン C，フラボノ
イド，リモネンなどの様々な抗酸化物質を含むグレープフルーツ果肉を摂取した精巣摘出
ラットでは，摂取していない精巣摘出ラットと比較して，高い抗酸化能を示し，骨吸収速
度の低下，骨塩沈着およびカルシウム吸収の増加，尿中マグネシウム排泄の低下によって，
骨質の改善がみられている（Deyhim et al., 2008）．これら抗酸化物質は身近な食品中に含ま
れ，摂取が簡単であり，日常で行える骨量減少抑制や骨質改善など骨の脆弱化予防，骨の
健康の維持に非常に有効であるといえる． 
 
  
4 運動と骨代謝 
 骨代謝に対して，低・中強度の適度な運動や荷重負荷の大きい運動が有効であることは
周知の事実である．荷重負荷の大きい運動やスポーツは，思春期前および思春期早期の子
どもの骨密度を増加させることが報告されている（Bradney et al., 1998; Daly et al., 2007; 
Karlsson et al., 2008）．同様に，思春期における適度な運動は骨塩量を増加させ、高齢期での
脆弱性骨折数を減少させる可能性も示唆されている（Alwis et al.,2008; Laing et al.,2005; 
Linden et al.,2006; Mackelvie et al., 2002,2003,2004）．若年女性では，一過性の中強度の持久的
運動が骨コラーゲン代謝を増加させることが報告されている（Thorsen et al., 1997）．また，
定期的な運動（1 日 1 時間または 45 分，週 3 回）や，中強度の荷重負荷運動および有酸素
運動は，閉経前女性の骨量を増加させ，閉経後女性の骨量減少を抑制することが示唆され
ている（Aloina et al., 1978; Chien et al., 2000; Chow et al., 1987; Grove et al., 1995; Smith et al., 
1984; Vainionpää et al., 2005）．また，高齢者においては，定期的な運動は骨量減少を予防し，
運動習慣を欠くことは骨量減少につながることが示されている（Krolner et al.,1983）．動物
実験では，成熟期の卵巣摘出ラットに低強度走行トレーニング（10m/min，30 分）を 7 また
は 17 週間行わせたところ，大腿骨頸部および脛骨骨幹の骨密度，骨強度の低下抑制効果が
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報告されている（Peng et al., 1994）．同様に，成熟期の卵巣摘出ラットに中強度の走行トレ
ーニング（下り坂走行，20m/min，15 分を朝と夕方 2 回，1 週間に 5 日）を行わせたところ
全身、大腿骨、腰椎の骨密度が非トレーニング群と比較して有意に高値となったことも報
告されている（Murai et al., 2015）． 
 運動は，その機械的刺激により直接的に骨代謝に作用する．そのため，荷重負荷の小さ
い水泳のような運動よりも荷重負荷のかかるジャンプや走運動のような運動の方が骨量増
加に有効であることが示されている（Notomi et al., 2000; 2001; Westerlind et al., 1998）．運動
による骨組織への機械的な刺激は，骨細胞が生化学的サインへと翻訳することで骨代謝の
変化を引き起こし，機械的負荷の増大に伴い骨細胞への刺激も増大する（Nomura et al.,2000）．
骨細胞はサイトカインや成長因子の放出によって骨芽細胞の活性を上昇させることが報告
されている（Henderson et al.,1998)．また，運動により放出されるホルモン因子を介した間
接的効果も報告されている．運動は視床下部-脳下垂体軸を介して，パラサイロイドホルモ
ンやエストロゲンなどの性ホルモンといった骨代謝関連ホルモンの放出を制御することが
示されている（Warren et al., 2001）．さらに，運動は成長ホルモンの分泌とそれに伴うイン
スリン様成長因子の放出を促進し，骨芽細胞におけるコラーゲン合成を上昇させることで，
骨基質形成を促進させることが示唆されている（Brahm et al.,1997;Nomura et al.,2000）．中強
度あるいは低強度の適度な運動を負荷した場合，低強度運動では生体内の活性酸素産生と
抗酸化力は均衡を保ち，中強度では抗酸化力が優位となることが報告されている（Viña et al., 
2000）．前述のように，酸化ストレスが骨の脆弱化のリスクファクターとなる可能性を考慮
すると，これらのことも，中強度あるいは低強度運動が骨代謝に正の効果を与える一因と
なる可能性が推察される． 
 一方で，高強度運動や過剰な運動負荷が骨量減少や骨強度の低下を引き起こすことが示
唆されている．一週間の総走行量が 15 - 20 miles/week の男性ランナーの下肢骨量は，
Sedentary の男性や 15 miles/week 以下のランナーよりも高くなる一方で，走行量が 20 
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miles/week 以上に増加しても骨量は走行量に比例して増加せず，むしろ減少する傾向がみら
れている（MacDougall et al., 1992）．また，男性 (19-56 歳，走行量 0-160 km/week)において ，
一週間の走行量と腰椎骨量に有意な負の相関がみとめられ，男性長距離ランナーにおける
高代謝回転型の低骨量が示唆されている（Hetland et al., 1993）．女性長距離ランナーにおい
ても，一週間の走行距離と骨密度の間に有意な負の相関がみとめられ，長い走行距離と低
骨量に関連がある可能性が示唆されている（Burrows et al.,2006）．長期にわたる高強度のト
レーニングは，運動誘発性の無月経や月経障害を引き起こし，骨量低下をまねくことが報
告されている（Pearce et al., 1996）．動物実験では，5 週齢の雄ラットに 11 週間の高強度走
行運動［80%VO2max］を行わせたところ，脛骨近位部の骨密度および骨梁数，類骨幅の有意
な減少がみられ，脛骨の長軸方向の成長も有意に抑制されたことが報告されている（Bourrin 
et al., 1994）．また，卵巣摘出ラットに高強度の走行トレーニングを負荷しても大腿骨の骨
量減少抑制効果はみられず，大腿骨重量や長さ，骨破断強度は sedentary 群と比較してトレ
ーニング群の方が低値となることが報告されている（Nordsletten et al., 1994）．食餌制限下で
自発走行運動を行わせた発育期雌ラットでは，走行距離が自由食餌摂取の自発走行運動群
と比較して有意な高値となり，過活動の状態を呈し，自由食餌摂取の非運動群および自発
走行運動群と比較して有意に骨量および骨強度が低値となることが示されている（小林ら，
2011）．高強度運動や過負荷の運動では，酸素摂取量の著しい増加や XO といった酵素の活
性化（Hellsten et al.,1997; Levada-Pires et al., 2007），炎症反応に伴い（江口ら; 2009），生体内
の抗酸化能を上回る活性酸素の過剰産生が生じ，酸化ストレスが惹起される（Viña et al., 
2000）．そして，運動により惹起された酸化ストレスが，運動が骨に対し負の影響を及ぼす
要因の一端である可能性が示唆されている（Bai et al,. 2004; Garrett et al., 1990; Saito et al. 
2010）．  
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5.  エストロゲンと酸化ストレス 
 エストロゲンは，いくつかの構造的に似たホルモンのファミリーであり，卵巣や子宮な
どの生殖器官は昔から知られている標的器官であるが，近年では脳や骨，心血管系，腎臓，
免疫系，肝臓など様々な組織や器官，細胞に作用していることが明らかとなっている（Diel 
et al., 2002）．エストロゲン欠乏は．その標的器官において，動脈硬化や骨粗鬆症といった多
くの疾患の発症や，中枢神経の変性に関連することが報告されている（Fillit et al., 1986; 
Henderson et al., 1989; Turner et al., 1994）．その一方で，循環エストロゲンレベルの上昇が，
腫瘍の発生や進行に関与することも示唆されている（Colditz et al.,1993）． 
 月経異常などに伴う低循環エストロゲン状態や，閉経または卵巣摘出などによるエスト
ロゲン欠乏が全身性酸化ストレスの増大と関連があることが報告されるようになってきて
いる．閉経後女性において，閉経前女性と比較して，血清脂質過酸化レベルが高いことが
報告されている（Bednarek- Tupikowska et al., 2009）．また，動物実験では，成熟期卵巣摘出
［OVX］ラットの血漿または血清脂質過酸化レベルは，偽手術を施した Sham ラットと比較
して有意に高いことが示されている（Hernández et al., 2000; Tang et al., 2012; Topçuoglu et al., 
2009）．全身性だけでなくエストロゲン欠乏による局所的な酸化ストレスの増大も報告され
ている．動物実験において，成熟期 OVX ラットの腎臓および肝臓脂質過酸化レベルは， 
Sham ラットと比較して有意に高いことが示されている（Oztekin et al., 2007①;②）．Strehlow
ら（2003）は，成熟期 OVX マウスの冠状動脈リングにおける ROS の産生が増大している
ことを報告している．また，Sham ラットと比較して，成熟 OVX ラットの大腿骨の脂質過
酸化レベルの増大も示されている（Muthusami et al., 2005）．一方で，正常エストロゲンレベ
ルの対象と比較して，全身性酸化ストレスレベルに差がないことも報告されている．正常
月経の閉経前女性と比較して，閉経後女性で，脂質過酸化マーカーの一つである血漿チオ
バルビツール酸反応性物質に差がないことが示されている（Palasuwan et al., 2011）．低エス
トロゲン状態である続発性無月経で身体活動量の多い女性と，正常月経で身体活動量が少
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ない，または多い女性の血漿脂質過酸化レベルに差がないことが示されている（O’ Donnell et 
al., 2009）．続発性無月経と正常月経の女性アスリートの血漿脂質過酸化レベルにも差がな
いことも示されている（Ayres et al., 1998）．Massafra ら（1997）は，視床下部性の続発性無
月経女性と正常月経女性の脂質過酸化マーカーである血漿 MDA レベルに差がないことを
報告している．また，低エストロゲン経口避妊薬の服用で，酸化ストレスマーカーd-ROMs
が上昇することも報告される（Finnco et al., 2011）．局所的な酸化ストレスレベルに関しては，
OVX ラットの子宮 MDA レベルが，ベースラインおよびエストロゲン補充を行った OVX ラ
ットよりも低値を示したことを報告している（Gómez-Zubeldia et al.,2001）．対象者や検討し
ている酸化ストレスマーカーの違いも要因となるが，このように，エストロゲン欠乏と酸
化ストレスレベルの関連については，一致した見解は得られていないのが現状である． 
 エストロゲン欠乏と酸化ストレスの関連の一つとして，エストロゲンが生体内の抗酸化
能に関与していることが挙げられる．エストロゲンは，Phenol-hydroxyl ring からの水素の供
与体としての働きにより，抗酸化物質として作用し，in vitro において細胞膜リン脂質の脂
質過酸化に対し抗酸化能を発揮することが報告されている（Sugioka et al., 1987）．一方で，
生理的濃度では抗酸化物質としての作用よりも，抗酸化酵素の発現を制御することで酸化
ストレスの軽減に寄与することが示唆されている．エストロゲンは抗酸化酵素である SOD
や GPx の発現を増加させることが示されている（Borrás al., 2005; Strehlow et al., 2003）．
Neugarten ら（2007）は，エストロゲンが NADPH oxidase の発現を減退させ、スーパーオキ
サイド産生を抑制することを報告している．同様に，エストロゲン欠乏による生体内の抗
酸化酵素の発現や活性および抗酸化物質レベルの低下が示され，それらがエストロゲン補
充により回復することが示されている（Almeida et al., 2007; Bellanti et al., 2013; Hernández et 
al.,2000; Massafra et al.,1997; Strehlow et al.,2003; Tang et al., 2012）．骨や子宮組織，腎臓，肝
臓，血管壁などの局所組織においてもエストロゲン欠乏およびエストロゲン補充に対する
同様の反応が報告されている（Gómez-Zubeldia et al.,2001; Muthusami et al., 2005; Oztekin et 
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al., 2007①;②; Strehlow et al., 2003）．エストロゲン欠乏状態における酸化ストレスの増大は，
エストロゲン欠乏による，これらエストロゲンによる抗酸化酵素の発現上昇や発現制御の
作用の減退，あるいは消失がその要因の一端となる可能性が考えられる． 
 一方で，エストロゲン自身がプロオキシダントとして作用する可能性も示されてきてい
る．エストラジオールの半減期は約 3 時間であり，非可逆的な反応により様々な生理活性
をもつ代謝物へと変換される（Lord et al., 2002）．主要な水酸化代謝物としては，2-hydroxy- 
estrone（2-OHE1），2-hydroxyestradiol（2-OHE2），4-hydroxyestrone（4-OHE1），4-hydroxyestradiol
（4-OHE2），16α- hydroxyestrone（16α-OHE1）が挙げられる．4-OHE1 や 16α-OHE1 は発ガ
ン作用や，発ガンリスクの高い患者で合成が顕著に増大していることが報告される．また，
2-OHE1と 16α-OHE1の比が乳ガンのリスク評価マーカーとして用いられている（Cavalieri et 
al.,2011; Eliassen et al.,2012; Mueck et al.,2007）．4-OHE2 は，過酸化水素やヒドロキシラジカ
ルの産生を引き起こすことが示唆されている（Rempel et al., 2009）．Sowers ら（2008）は，
閉経前女性において，酸化ストレスマーカーの一つである尿中 F2a-isoprostanes 濃度と尿中
の 2- OHE レベルおよび 16α-OHE レベルが有意に相関することを報告している．これらの
ように，エストロゲン代謝物は，発生要因に酸化ストレスが深く関連するガンとの関連や
ROS の産生が報告され，エストロゲンから非可逆的にエストロゲン代謝物が産生されるこ
とによって酸化ストレスの増大を招く可能性が示唆される． 
 
 
6.  リコピンと酸化ストレス，骨代謝 
 リコピンはプロビタミン A 活性を持たないカロテノイドで，トマトやグァバ，スイカ，
ピンクグレープフルーツなどの赤色の基になる色素である（Verzoni et al.,2005）．また，ヒ
トの血中や肝臓などの組織中の主要なカロテノイドの 1 つである（Boileau et al.,1999）．リ
コピンは，多価不飽和の直鎖の炭化水素で，11 の共役二重結合と 2 つの非共役二重結合を
20 
 
持ち（Boileau et al.,2002），それらによって高い抗酸化力，特に，高い一重項酸素消去能を
発揮する．リコピンの一重項酸素消去能は，生体内の主要な抗酸化物質であるビタミン E
［-トコフェロール］の 100 倍とも報告される（Di Mascio et al.,1989）．ニトリロ三酢酸鉄/ ア
スコルビン酸に曝露した CV1-P サル細胞の脂質過酸化と DNA 損傷マーカーである 8-オキ
ソデオキシグアノシン生成量へのリコピン投与の効果を検討した研究では，非投与細胞と
比較して 86%の脂質過酸化，77%の 8-oxogGuo レベルの減少がみられ，リコピンの哺乳類細
胞の細胞膜および DNA に対する酸化損傷からの保護効果が示された（Matos et al.,2000）．
また，二重盲検の無作為プラセボ試験によって 77 名の対象者に，異なる濃度［0、6.5、15、
30 mg/day］の純品リコピンを 8 週間投与したところ，血清中リコピン濃度は投与量依存的
な上昇を示し，リコピン摂取群において，投与開始時と比較して，脂質過酸化は減少傾向，
DNA 損傷マーカー8-OHdG は有意な低値を示し，リコピン投与により酸化ストレスが軽減
されたことが示唆された（Devaraj et al.,2008）．このように，リコピンの高い抗酸化作用に
よる生体保護効果は，in vitro、in vivo 双方で報告されてきている． 
 これまでに，リコピンは，高いガン抑制効果や循環器疾患予防効果が多く報告されてい
るが（Arab et al.,2000; Kim et al.,2002; Kim et al.,2010; Palozza et al.,2010; Wang et al,. 2010），
近年，リコピンの摂取による骨の保護効果も示唆されている．閉経後女性を対象とした横
断的研究では，血清リコピン濃度が高いほど，タンパク質酸化および脂質過酸化が減少し，
濃度依存的な骨吸収抑制効果がみられた（Rao et al.,2007）．同様に，骨粗鬆症の女性の血清
リコピン濃度は，骨粗鬆症でない女性よりも有意に低いことが示されている（Yang et al. 
2008）．横断的検討において，高齢女性ではリコピン摂取量が多いほど大転子および橈骨骨
密度が高くなり，縦断的検討では，リコピン摂取量が多いほど，女性では腰椎骨密度，男
性では大転子骨密度の 4 年間での減少量が小さくなったことも報告される（Sahni et al., 
2009）．閉経後女性にリコピンを投与した研究では，血清酸化ストレスマーカーおよび骨吸
収マーカーである N-telopeptide of type 1 collagen［NTx］を有意に減少させたことが報告さ
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れている（Mackinnon et al., 2011）．また，成熟 OVX ラットを用いた研究では，非投与群と
比較して，リコピン投与群の骨吸収マーカーである C-telopeptide of type 1 collagen［CTx］は
有意な低値を示し，大腿骨骨密度は有意な高値を示している（Liang et al., 2012）．細胞学的
研究においては，破骨細胞前駆細胞にリコピンを投与したところ，破骨細胞の発達段階で
ある TRAP(+)多核細胞形成の抑制し，濃度依存的な破骨細胞性吸収の抑制および破骨細胞
での活性酸素産生の抑制が示された（Rao et al., 2003）．また，骨芽細胞様ヒト骨肉腫 SaOS-2
細胞にリコピンを投与したところ、細胞成長および分化の促進効果がみられた（Kim et al., 
2003）．このように，リコピン投与による，破骨細胞形成，骨吸収および活性酸素産生の抑
制効果，骨芽細胞成長および分化の促進効果が示され，骨粗鬆症や骨量減少予防に対する
リコピン投与の有効性が期待されるようになってきている． 
  
 
6.  リコピンと運動，骨代謝 
 リコピンと運動に関して，抗酸化パラメーターの 1 つとして運動前後などの血中リコピン
濃度の変化を追った研究がある．18-35 歳の持久トレーニングを積んでいる健常男性を対象
とし，疲労困憊まで運動を負荷した実験において，血清リコピン濃度および-クリプトキサ
ンチン濃度が運動直後で有意に低下し，血清リコピン濃度および-クリプトキサンチンが運
動誘発性の酸化ストレスに作用している可能性が示唆された（Plunkett et al., 2010）．エリー
トクロスカントリースキーヤーを対象とし，高地に滞在し、低地でトレーニングを行う live 
high - train low［LHTL］方式で 18 日間トレーニングを行った研究においても，トレーニン
グ期間後に血清リコピン濃度や-カロテン濃度が有意な減少がみられ，これらカロテノイド
の酸化ストレスの軽減効果の可能性が示唆された（Pialoux et al., 2010）．また，日常的にレ
ジスタンストレーニングを行っている男性および行っていない男性に短時間のレジスタン
ス運動を負荷したところ，トレーニングを行っていない男性でのみ運動直後に血漿リコピ
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ン濃度や-トコフェロール，-カロテン濃度の有意な上昇が認められ，局所的な酸化ストレ
スの増大に応答した抗酸化物質の再分配の可能性が示唆されている（Ramel et al., 2004）．一
方で，血中リコピン濃度は運動前後で変化しないという報告もある（Aguiló et al., 2005）．
また，リコピン投与による運動誘発性の酸化ストレス軽減効果も報告されている．雄ラッ
トにリコピン添加食を摂取させ，解剖直前にトレッドミルを用いて疲労困憊運動をさせた
実験において，リコピン摂取により，活性酸素産生に関わるキサンチンオキシダーゼおよ
びミエロペルオキシダーゼの活性，筋肉組織中脂質過酸化物を減少させることによって，
酸化ダメージを減弱させたことが示唆された（Liu et al., 2005）．成長期雄ラットにリコピン
添加食を約 10 週間摂取させた研究では，リコピン摂取による一過性運動後の酸化ストレス
の減少が示され，さらに，リコピン摂取と中強度走運動トレーニングが一過性運動後の酸
化ストレス軽減に対し相加効果を示した（浅野ら; 2007）。 
 前述のように，リコピン摂取の運動誘発性酸化ストレス軽減効果が示唆されている．前
項の運動と酸化ストレスに関する先行研究で述べたように，適度な運動は骨代謝に対し有
効であるのに対し，高強度運動や過度の運動負荷は酸化ストレスを惹起し，骨に対し負の
影響を及ぼす可能性が示唆されている．また，リコピン摂取の骨吸収抑制や骨形成促進効
果が示されており，骨量減少抑制に有効である可能性が示唆されている．これらのことか
ら，リコピン摂取と運動の併用は，それぞれの効果だけでなく，リコピンが運動誘発性の
酸化ストレスを軽減することによって，激しい運動や過負荷の運動の骨代謝に対する負の
影響を小さくすることで，骨量の維持あるいは増大に寄与できる可能性が考えられる．Omi
ら（2011）は，発育期雄ラットにおいて，50 ppm のリコピン添加食摂取および中強度走運
動トレーニングの併用による酸化ストレス軽減，骨吸収の抑制および骨量増加効果を報告
している．一方，骨粗鬆症の改善の観点から，宮川ら（2009）は，顕著な低骨量状態を呈
する低カルシウム摂取・卵巣摘出骨粗鬆症モデルラットを用い，50 ppm のリコピン添加食
摂取および高強度走運動トレーニングの併用による骨量の改善効果を検討した．その結果，
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骨吸収の抑制効果はみられたが，Omi ら（2011）の発育期雄ラットでみられた酸化ストレス
の軽減効果や骨量の改善はみられなかった．前述のように，運動はその強度により，骨代
謝に対し促進的，あるいは抑制的に作用する．骨粗鬆症モデルラットに対しては高強度運
動を負荷しており，この運動負荷が骨に対し負の影響を及ぼしたか，あるいは酸化ストレ
スを惹起し，抗酸化物質であるリコピンの利用量が増大し，骨代謝への効果に影響を与え
た可能性が示唆される．   
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第 III 章 本研究の目的および研究課題 
 
文献研究に記すとおり，発育期雄ラットを用いた検討により，リコピン添加食摂取と走
行トレーニングの併用は，酸化ストレスを軽減し，骨量を増加させることが報告されてい
る（Omi et al., 2011）．一方で，骨粗鬆症改善の観点から，骨粗鬆症モデルラットを用いた先
行研究では（宮川ら，2009），リコピン添加食摂取と走運動負荷の併用の骨量の改善効果は
みられなかった．しかしながら，骨吸収マーカーの値から，リコピン添加食摂取と走運動
負荷の併用による骨吸収抑制効果は示された．これら先行研究の結果から，リコピン摂取
と運動の併用は，骨量減少リスクを有した状態において，骨量減少を未然に防ぎ，骨量を
維持する効果が期待される．また，近年，代表的な骨量減少リスクファクターであるエス
トロゲン欠乏が，酸化ストレスの増大を惹起することで骨の脆弱化に関与する可能性が示
唆されてきている（Bednarek- Tupikowska et al., 2009; Hernández et al., 2000; Topçuoglu et al., 
2009）．さらに，抗酸化物質の摂取がエストロゲン欠乏による骨量減少を抑制することも示
唆されている（He et al., 2010; Kim et al., 2003; Kupisiewicz et al., 2010; Mackinnon et al., 2011; 
Rao et al., 2003; Shen et al., 2008）．これらのことから，抗酸化物質の摂取は，エストロゲン
欠乏による骨量減少の抑制に有効であると考えられる． 
運動は，骨代謝に対して促進的効果と抑制的効果の両方をもつことが示唆されている．
適度な運動は，機械的刺激や，運動により放出が促進されるホルモン因子を介し直接的に
骨代謝へ効果を及ぼす（Nomura et al., 2000; Yeh et al., 1994）．一方で，高強度の運動や過剰
な運動負荷が骨量減少や骨構造の劣化を引き起こすことが報告されている．（Forwood et al., 
1993; Iwamoto et al., 1999; Notomi et al., 2001; Westerlind et al., 1998）．さらに，高強度運動や
疲労困憊に至る運動は，酸化ストレスを惹起し（Viña et al., 2000），その酸化ストレスが骨
に負の影響を及ぼす可能性も考えられる（Bai et al,. 2004; Garrett et al., 1990; Saito et al. 2010）． 
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リコピン摂取と運動を併用した検討では，運動単独の骨代謝への影響もあり，リコピン
摂取と運動の併用の骨代謝への効果が，リコピン摂取が酸化ストレスのような運動の負の
影響を相殺したことによる効果なのか，あるいは運動の骨代謝への正の効果をリコピン摂
取が増強したのか明確にできない．したがって，本博士論文では，骨量減少リスクを有し
た状態において，リコピン摂取単独で骨量減少を未然に防ぎ，骨量を維持することができ
るかどうかを明らかにすることを目的とした．研究課題として以下 3 つの課題を設けた． 
 
研究課題 1：骨量減少に対するリコピン摂取の効果 
－低カルシウム（Ca）摂取における検討－ 
  発育期年女性において，カルシウムなどの栄養素等摂取不足が骨量増加抑制や低骨量を
招くリスクファクターの一つとしてあげられる（Barrack et al., 2010; Misra et al., 2008; Riggs 
et al., 2008; Teegarden et al., 1998）．近年，酸化ストレスが骨の脆弱化を引き起こす可能性が
示唆されており，抗酸化物質の摂取は酸化ストレスを軽減し、骨量減少を抑制するために
有効であると考えられる．そこで本研究では，抗酸化物質のリコピンに着目した．リコピ
ンは酸化ストレスよび骨量減少に対する抑制効果が報告されている（Kim et al., 2003; 
Mackinnon et al., 2011; Rao et al., 2003; Shen et al., 2008）．しかしながら，これまでに発育期の
雌性動物や女性を対象としたリコピン摂取の骨代謝への効果を検討した研究はなく，骨量
減少リスクを有した発育期の雌性動物において，リコピン摂取が骨量減少を未然に防ぎ，
骨量を維持することができるかどうかは明らかではない． 
 
研究課題 1-1：低 Ca 食摂取が発育期雌ラットの骨代謝に及ぼす影響の検証 
前述のように，発育期の女性では，カルシウムなどの栄養素等摂取不足が骨量増加抑制
を招くリスクファクターの一つとしてあげられ，動物実験においても低カルシウム摂取に
よる骨量減少が示されている．本実験では，発育期雌ラットにおいて，低カルシウム食を
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摂取させ，骨量が減少することを検証した．  
 
研究課題 1-2：低 Ca 食摂取による骨量減少に対するリコピン摂取の効果の検討 
 これまでに発育期の雌性動物や発育期の女性を対象としたリコピン摂取の骨代謝への効
果を検討した研究はなく，骨量減少リスクを有した発育期の雌性動物において，リコピン
摂取が骨量減少を未然に防ぎ，骨量を維持することができるかどうかは明らかではない．
そこで，研究課題 1-1 の骨量減少リスクを有する発育期雌ラットモデルにおいて，リコピン
摂取の骨量減少に対する軽減効果を検討した． 
 
 
研究課題 2：骨量減少に対するリコピン摂取の効果 
－低 Ca 摂取エストロゲン欠乏モデルにおける検討－ 
 発育期の女性では，栄養素等摂取不足や月経異常による循環エストロゲンレベルの低下
が骨量増加抑制や低骨量をまねくリスクファクターとして問題視されている（Barrack et al., 
2010; Misra et al., 2008; Riggs et al., 2008; Teegarden et al., 1998）．近年，低エストロゲン状態
やエストロゲン欠乏が酸化ストレスの増大と関連があることが報告されてきている
（Bednarek- Tupikowska et al., 2009; Hernández et al., 2000; Topçuoglu et al., 2009）．酸化ストレ
スが骨の脆弱化のリスクファクターとなることが示されていることから（Bai et al., 2004; 
Garrett et al., 1990; Saito et al. 2010），低エストロゲン状態やエストロゲン欠乏が，その骨へ
の直接的影響だけでなく，酸化ストレスの増大を惹起することで骨の脆弱化に関与する可
能性が示唆されてきている．抗酸化物質であるリコピンは酸化ストレス軽減および骨量減
少抑制効果が報告されている（Kim et al., 2003; Mackinnon et al., 2011; Rao et al., 2003; Shen et 
al., 2008）．一方で，前述のように，これまでに発育期の雌性動物や女性を対象としたリコ
ピン摂取の骨代謝への効果を検討した研究はなく，研究課題 1 よりも重篤な骨量減少リス
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クを有した発育期の雌性動物における，リコピン摂取の骨代謝への効果は明らかではない． 
 
研究課題 2-1：低 Ca 摂取およびエストロゲン欠乏が発育期雌ラットの骨代謝に及ぼす 
             影響の検証 
エストロゲン欠乏が骨量減少のリスクファクターであることは周知の事実であり（Misra 
et al., 2008; Weitzmann et al., 2006），エストロゲン欠乏状態におけるカルシウム摂取不足は，
骨量減少をさらに増悪させる可能性が考えられる．本実験では，卵巣摘出によるエストロ
ゲン欠乏発育期雌ラットに低カルシウム食を摂取させ，骨量減少が引き起こされることを
検証した． 
 
研究課題 2-2：低 Ca 食摂取およびエストロゲン欠乏による骨量減少に対する 
                           リコピン摂取の効果の検討  
 宮川ら（2008）の骨粗鬆症モデルラットにおいて，深刻な低骨量状態からの骨量の改善
に対しては，リコピン摂取の効果がみられなかったが，骨吸収抑制効果の可能性は認めら
れた．このように，骨吸収抑制効果が期待されることから，抗酸化物質リコピンの投与に
より酸化ストレスを軽減することで，骨量減少を未然に防ぎ，骨量を維持することには寄
与できるかもしれない．前述のように，これまでに発育期の雌性動物や若年女性を対象と
したリコピン摂取の骨代謝への効果を検討した研究はなく，研究課題 1 よりも重篤な骨量
減少リスクを有した発育期の雌性動物における，リコピン摂取の骨代謝への効果は明らか
ではない．本実験では，研究課題 2-1 で骨量減少モデルであることを検証した低カルシウム
摂取エストロゲン欠乏ラットを用いて，リコピン摂取の骨量減少抑制効果を検討した．  
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研究課題 3：骨量減少に対するリコピン摂取の効果 
              －エストロゲンの有無がリコピン摂取の効果に及ぼす影響の検討－  
 
 エストロゲン欠乏が骨の脆弱化のリスクファクターであることは周知の事実である．近
年，前述のように，低エストロゲン状態やエストロゲン欠乏が酸化ストレスの増大を引き
起こすことが報告されてきている（Bednarek- Tupikowska et al., 2009; Hernández et al., 2000; 
Topçuoglu et al., 2009）．このことから，エストロゲン欠乏状態では，増大した酸化ストレス
を軽減するために抗酸化物質であるリコピンの利用量が増加し，骨代謝への効果に違いを
もたらす可能性が考えられる．本実験では，研究課題 1-2 および 2-2 の骨量および骨代謝関
連指標の結果に基づき，低カルシウム摂取の発育期雌ラットおよびエストロゲン欠乏ラッ
トの両ラットの骨代謝に対し有効なリコピン添加食を用い，リコピン摂取の骨代謝に対す
る効果にエストロゲンの有無が及ぼす影響を検討した． 
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第 IV 章 研究課題 1 
骨量減少に対するリコピン摂取の効果 
－低カルシウム（Ca）摂取における検討－ 
 
背景 
 発育期の女性では，カルシウムなどの栄養素等摂取不足が骨量増加抑制のリスクファ
クターの一つとしてあげられる（Barrack et al., 2010; Misra et al., 2008; Riggs et al., 2008; 
Teegarden et al., 1998）．近年，酸化ストレスも骨の脆弱化のリスクファクターとなる可能性
が示唆されてきている（Bai et al,. 2004; Garrett et al., 1990; Saito et al. 2010）．抗酸化物質であ
るリコピンは酸化ストレス軽減および骨量減少抑制効果が報告されている（Kim et al., 2003; 
Mackinnon et al., 2011; Rao et al., 2003; Shen et al., 2008）．しかしながら，これまでに発育期の
雌性動物や女性を対象としたリコピン摂取の骨代謝への効果を検討した研究はなく，それ
ら対象において，リコピン摂取が骨量減少を未然に防ぎ，骨量を維持することができるか
どうかは明らかではない．  
 
 
目的 
 低カルシウム食を摂取させた状態で，リコピン摂取が骨量減少の抑制に有効か否かを検
討した．  
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研究課題 1-1 
低 Ca 摂取が発育期雌ラットの骨代謝に及ぼす影響の検証 
 
1. 背景 
発育期の女性では，痩身願望によるカルシウム［Ca］などの栄養素等摂取不足が骨量増
加抑制や骨量減少を招くリスクファクターの一つとしてあげられる（Barrack et al., 2010; 
Misra et al., 2008; Riggs et al., 2008; Teegarden et al., 1998）．動物実験においても低 Ca 摂取に
よる骨量減少が示されている．本研究の低 Ca 摂取条件下においても骨量減少が起きている
ことを確認する必要がある．  
 
2. 目的 
 発育期雌ラットにおいて，低 Ca 食を摂取させ，骨量が減少することを検証した．  
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3．方法 
3-1．被験動物および飼育条件 
 プロトコールを Fig. 3 に示した．実験動物には 6 週齢の SD 系雌ラット 20 匹を用いた．
ラットは，無作為に，飼料中カルシウム含有量が重量比 0.3%（0.3%Ca 群）および 0.6%
（0.6%Ca 群）の 2 群に分けた．飼料組成は Table 1 に示した．試験期間は 2 ヵ月とし，ラ
ットの飼育は個別ケージ（15×25×19.5cm）を用い，室温 24  1℃，湿度 50  5%，12 時間ご
との明暗サイクル（明期 8:00 am – 8:00 pm）の環境下で行い，飼料および脱イオン蒸留水
は自由摂取させた．なお本実験は筑波大学における動物実験委員会の承認を受け実施した．  
 
 
 
Fig. 3 Experimental protocol. 
Urine samples were collected overnight on the 2 and 3 - day before the dissection. 
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Table 1  Composition of experimental diet 
 
Constituents (%) 
0.3%Ca diet  0.6%Ca diets 
(0.3% Ca, 0.3% P) d)  (0.6% Ca, 0.6% P) d) 
Glucose monohydrate 64.6  60.4 
Casein 18.0  20.0 
Cystine 0.2  0.2 
Cottonseed oil 10  10 
CaCO3 0.740  1.488 
KH2PO4 0.501  1.142 
K2HPO4 0.641  1.462 
Roughage 3.0  3.0 
Choline Chloride 0.2  0.2 
Water soluble Vitamin Mixture a) 0.1  0.1 
Oil soluble Vitamin Mixture  b)  b) 
Ca.P free salt Mixture c) 2  2.0 
 
a) The water soluble vitamin mixture (in %): thiamine, 0.5; riboflavin, 0.5; pyridoxine, 0.5; calcium pantothenate, 
2.8; nicotinamide, 2.0; inositol, 20.0; folic acid, 0.02; vitamin B12, 0.002; biotin, 0.01; and glucose monohydrate, 
73.7. 
b) The rats received a supplement of fat-soluble vitamin in cotton seed oil three times a week which was supplied 
with 70 g of -carotene, 105 g of 2-methyl-1,4-naphthoquinone, 875 g of -tocopherol and 525 I.U. of vitamin 
D3. The 5 drops of Oil soluble Vitamin Mixture were put on the feed in each tray just before feeding. 
c) The Calcium (Ca) Phosphorus (P) free salt mixture (in %) : potassium chloride, 57.7; sodium chloride, 20.9; 
magnesium sulfate anhydrous, 17.9; copper (II) sulfate pentahydrate, 0.078; sodium fluoride, 0.113; cobalt (II) 
chloride, 0.004; potassium lodide, 0.01; magnese (II) sulfate pentahydrate, 0.06; hexaammonium heptamolybdate 
tetrahydrate, 0.005; iron (II) sulfate heptahydrate, 3.22; zinc sulfate heptahydrate, 0.44. 
d) The diets were made at constant Ca/P raitio. 
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3-2．試料採取 
 体重および試料摂取量は 1 日おきに測定した．飼育最終日に，12 時間絶食させたラット
をエーテル麻酔下で解剖した．血液サンプルはエーテル麻酔後，腹部大動脈から全血を血
清分離剤入り真空採血管に採取し，遠心分離（2500 rpm, 15 分間, 4 ºC）し，血清を得た．血
清は，分析に使用するまで－80℃で保存した．摘出骨（左右大腿骨，腰椎，左右脛骨）は，
採取後，周囲軟部組織を十分除去し，左右大腿骨は 4℃で，腰椎および左右脛骨は 70%エタ
ノール溶液中で常温保存した．  
  
3-3．骨密度測定 
 採取した腰椎および脛骨は周囲軟部組織を除去後，既報（Omi et al., 2001）に従い，骨密
度を測定した．測定は二重エネルギーX 線吸収測定装置（DXA: DCS-600R, Hitachi Aloka 
Medical Ltd, Tokyo, Japan）を用いて行った．なお，腰椎骨密度として，第 3-6 腰椎を測定に
使用し，その合計を腰椎骨密度として解析した．また，脛骨は，脛骨全体の他，脛骨全長
を 5 分割し，近位より 1 部分割目の値を海綿骨主体の近位 1/3 の骨密度，および 2，3 分割
目の値の合計を皮質骨主体の骨幹部の骨密度とし解析した． 
 
3-4．大腿骨破断強度測定 
大腿骨は軟部組織を十分取り除き，既報（Ezawa et al., 1979）に従い，骨破断特性測定装
置（DYN-1255，Iio Co., Japan）を用いて，大腿骨の骨幹部中央を破断し，破断強度を求め
た．骨破断力は骨の強さを示し，骨が破断されたときの荷重（重力加速度）で表される（単
位：dyn）．また，骨破断エネルギーは骨が破断されるまでの仕事量（1dyn の力が加わった
ときにその方向に動いた仕事量）を示す（単位：erg）．骨破断力および骨破断エネルギーは
体重による荷重負荷量の影響の違いを取り除くため大腿骨乾燥重量で補正した値も求めた． 
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3-5．骨代謝マーカー 
3-5-1. 酒石酸耐性酸性フォスファターゼ（TRAP）活性 
骨の酸性フォスファターゼは，L (+) - 酒石酸に抵抗性があるため酒石酸耐性酸性フォス
ファターゼ（TRAP）と呼ばれ，破骨細胞に存在し，血中に放出されるため，破骨細胞機能
を反映する血中の骨吸収マーカーとして従来から用いられてきた（福永，1996）．活性は既
報（Omi et al., 1994）に従い，p－ニトロフェニルリン酸を用いた Sessey-Lowry 法により測
定した．0.1 M p –ニトロフェニルリン酸二ナトリウム六水和物水溶液，0.2 M クエン酸ナト
リウム水溶液，0.2 M 塩化ナトリウム水溶液，0.08 M L-(+)酒石酸ナトリウム水溶液を等量
ずつ混合し，基質溶液とした．試験管に血清を 50 L 入れ，蒸留水 200 L を加え，37℃で
1 時間インキュベートした．基質溶液を 1 mL 加え，37℃で 30 分間反応させた．1 N 水酸化
ナトリウム水溶液を 250 L 加え反応を停止し，420 nm における吸光度を測定した．Bone 
ALP と同様に，活性は Unit （U）で示し，1 U は 1 分間あたりに 1 mol の p –ニトロフェニ
ルリン酸を加水分解する活性とした． 
 
3-5-2. 骨型アルカリフォスファターゼ（Bone ALP）活性 
 Bone ALP は，骨芽細胞の細胞膜に存在し，無機リン酸を供給することにより，石灰化局
所のリン酸濃度を高め，石灰化を促進する酵素と考えられ，その活性は骨形成マーカーと
して評価されている（尾上ら，2007）．活性は既報（Omi et al., 1994）に従い，p－ニトロフ
ェニルリン酸基質法により測定した．0.1 M p –ニトロフェニルリン酸二ナトリウム六水和物
水溶液、50 mM 塩化マグネシウム六水和物水溶液、1 M Tris-HCl 緩衝液（pH 10）を各 10 mL
ずつメスフラスコに入れ，蒸留水で 100 mL にメスアップし、基質溶液とした．試験管に血
清を 50 L 入れ，56℃で 10 分間加熱し，基質溶液を 3 mL 加え，37ºC で 30 分間反応させた．
1 N 水酸化ナトリウム水溶液を 1 mL 加え反応を停止し，遠心分離（2000 rpm, 10 分間）後，
上清の 420 nm における吸光度を測定した．また，前述の加熱失活処理を行わない血清でも
同様にして測定を行った．活性は Unit （U）で示し、1 U は 1 分間あたりに 1 mol の p –
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ニトロフェニルリン酸を加水分解する活性とした．Bone ALP 活性は，非加熱処理の血清の
ALP 活性から加熱処理した血清の ALP 活性を引くことで算出した． 
 
3-6．統計処理 
データはすべて mean±SE で表した．また，統計ソフトは SPSS（version 21.0 J; SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA）を使用し，2 群間の比較には対応のない t 検定を用いた．統計的有意水準
は 5%とした． 
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4．結果 
4-1．最終体重，体重増加量，飼料摂取量，飼料効率 
 最終体重，体重増加量，飼料摂取量，飼料効率を Table 2 に示した．実験開始時の体重は
2 群間に差はなかった（0.3%Ca，153.6  1.7 g；0.6%Ca，150.4  1.6 g）．最終体重，体重増
加量，飼料摂取量および飼料効率に，2 群間で有意な差はみられなかった．  
 
 
Table 2 Body weight, food intake, and food efficiency. 
Ca content (% in diet) 0.6 0.3 
N 10 10 
Final body weight (g) 280.5  10.3 298.8  4.7 
Body weight gain (g/day) 2.3  0.2 2.6  0.1 
Food intake (g/day) 16.0  0.4 16.2  0.8 
Food efficiency 
a)
 0.14  0.01 0.16  0.01 
a) Food efficiency was calculated by “Body weight gain (g/day) / Food intake (g/day)”. Values are expressed as mean 
 SE. 
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4-2．腰椎および脛骨骨密度 
 腰椎（A），全脛骨（B），脛骨近位部（C），脛骨骨幹部（D）の骨密度を Fig. 4 に示した．
脛骨近位骨密度において，0.3%Ca 群が 0.6%Ca 群に比べ有意な低値を示した（p < 0.01）．腰
椎，全脛骨および脛骨骨幹骨密度に有意な差はみられなかった． 
 
 
Fig. 4  Bone Mineral Density (BMD) of lumbar spine and tibia. 
BMD of (A) lumbar spine (L3-L6), (B) total tibia, (C) proximal metaphysis, the proximal one-fifth 
of tibia, including the epimetaphyseal region representing the cancellous sites, (D) tibial diaphysis, 
the middle two-fifth of the tibia, representing cortical diaphyseal region. ** p < 0.01 compared with 
0.6%Ca group. Vertical bars indicated the standard error. Lumbar spine, n = 10; tibia, n=20 in each 
group. 
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4-3．大腿骨破断強度 
 大腿骨破断力（A）および破断エネルギー（B）の結果を Fig. 5 に示した．2 群間に有意な
差はみられなかった． 
 
 
 
 
Fig. 5  Femoral breaking strength. 
(A) Breaking force and, (B) breaking energy. Breaking force and energy represent the bone 
architectural function indicating mechanical properties of femur. Vertical bars indicated the standard 
error. N = 20 in each group. 
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4-4．骨代謝マーカー 
 骨吸収マーカーである血清 TRAP 活性（A）および骨形成マーカーである血清 Bone ALP
活性（B）の結果を Fig. 6 に示した。血清 TRAP 活性には 2 群間に有意な差はみられなかっ
た．一方で，血清 Bone ALP 活性は，0.6%Ca 群と比較して，0.3%Ca 群が有意な低値を示し
た（p < 0.05）．  
 
 
 
 
Fig. 6  Bone turnover markers. 
(A) Serum TRAP activity, a bone resorption marker, (B) serum Bone ALP activity, a bone formation 
marker, and (C) the results of Two-way ANOVA. Both enzyme activities were described for mU as 
mmol per minutes. * p < 0.05 compared with 0.6%Ca group. Vertical bars indicated the standard 
error. N = 10 in each group. 
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5．考察 
 発育期雌ラットにおいて，低カルシウム［Ca］食の摂取が骨および骨代謝に及ぼす影響
の検証を行った．その結果，低 Ca 食摂取である 0.3%Ca 群は，十分量の Ca 食摂取である
0.6%Ca 群と比較して，海綿骨骨密度および骨形成マーカーが有意な低値を示した． 
 本実験において，発育期雌ラットにおける 0.3%Ca の低 Ca 食摂取により，海綿骨主体部
位である脛骨近位部の骨密度が低下した．身体に存在するカルシウムの約 99%は骨または
歯に存在しており，とくに骨はカルシウムの重要な貯蔵器官である．また，生体における
カルシウムの需要の大部分が骨の成長や維持のためのものである．多くの疫学研究や動物
実験において，年齢や性別に関わらず，低 Ca 摂取が低骨量や骨量減少と関連していること
が示されている（Bronner et al., 1994; Cashman et al., 2002; Centeno et al., 2009; Merrilees et al., 
2000; Morris et al.,2010; Nieves et al., 2005; Talbott et al., 1998; 麻見ら, 2011）．Kalkwarf ら
（2003）は，幼年期や思春期の Ca 摂取量が少なかった女性は骨量が低く，骨折リスクが高
いことを報告している．また，皮質骨に比べ，海綿骨の方が低 Ca 摂取の影響を受けやすく，
カルシウム補充の効果もあらわれやすいことも報告されている（Bauer et al., 1929）．本実験
においても海綿骨を主体とした脛骨近位部において低Ca摂取による骨量減少がみとめられ
ており，これらの先行研究と一致するものであった．また，0.6%Ca 群と比較して，0.3%Ca
群の骨形成マーカーである血清骨型アルカリフォスファターゼ活性が有意な低値を示した．
二価のカルシウムイオンの不足は，insulin-like growth factor -1 ［IGF-1］ノックアウトマウ
スの脛骨において骨内膜性の骨形成を減少させることが報告されている（Centeno et al., 
2009）．本実験において骨量減少がみとめられた海綿骨は，皮質骨よりも骨代謝が活発であ
ることが示されている（Kimmel et al., 1994; Steiner et al., 1996）．これらの結果から，本実験
の雌ラットにおいて，低カルシウム食摂取により，骨形成が低下したことにより，海綿骨
主体部位における骨量減少がおきた可能性が示唆される．一方で，低 Ca 食摂取によって雌
ラットの骨形成マーカーが，十分量の Ca を摂取している雌ラットと比較して，有意な高値
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となることも示されている（Talbott et al., 1998; 麻見ら, 2011）．さらに，低 Ca 摂取による骨
吸収の亢進も報告され（Centeno et al., 2009），高骨代謝回転型の骨量減少を呈することが報
告される．本実験において低 Ca 食摂取による骨吸収の亢進はみとめられず，高代謝回転型
への骨代謝の変化もみられなかった．腸管 Ca 吸収には，エネルギー［ATP］消費を伴い，
活性型 1,25 - (OH)2ビタミン D3濃度に依存する能動輸送と，濃度差による拡散によって起こ
る受動輸送がある．十分量あるいは高用量の Ca を摂取した場合には，Ca 吸収の大部分が受
動輸送によって行われ，能動輸送は下方制御されるが，低 Ca 摂取の場合には，能動輸送の
割合が増大し，積極的な Ca の吸収が行われる（Bronner et al., 1999）．高代謝回転型の骨代
謝への変化がみとめられた先行研究では，飼料中重量比 0.1%のような，本実験の飼料中重
量比 0.3%の低 Ca 食よりも低い重量比の低 Ca 食を用いている（Talbott et al., 1998; 麻見ら, 
2011）．このことから，本実験の低 Ca 食では，骨量は減少するが，高代謝回転型の骨代謝
への変化を招くほどの低 Ca 摂取状態は引き起こされなかった可能性が考えられる．また，
骨形成や骨吸収の亢進などの骨代謝の変化と骨量の変化にはタイムラグがあり，骨代謝の
変化が骨量減少に先行して起こる．本実験では，2 か月の試験期間終了時の骨代謝および骨
量の状態を検討しているため，骨量減少に先行して起きる骨代謝の変化をみることができ
なかった可能性が考えられる． 
  本実験において，十分量の Ca を摂取している 0.6%Ca 群と比較して，低 Ca 摂取である
0.3%Ca 群の海綿骨主体部位の骨密度が有意な低値を示した．また，0.3%Ca 群の骨形成マー
カーは 0.6%Ca 群と比較して有意な低値を示した．以上から，本実験の発育期雌ラットにお
ける低 Ca 食の摂取は，骨形成の低下を引き起こし，骨量が減少するモデルであることが確
認された． 
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研究課題 1-2 
低 Ca 食摂取による骨量減少に対する 
リコピン摂取の効果の検討 
 
1. 背景 
これまでに発育期の雌性動物や女性を対象としたリコピン摂取の骨代謝への効果を検討
した研究はない．さらに，低 Ca 摂取などの骨量減少リスクを有した発育期の雌性動物にお
いて，リコピン摂取が骨量減少を未然に防ぎ，骨量を維持することができるかどうかは明
らかではない． 
 
2. 目的 
 発育期雌ラットに低 Ca 食を摂取させた状態で、リコピン摂取の骨量減少に対する効果を
検討した．   
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3．方法 
3-1．被験動物および飼育条件 
 プロトコールを Fig. 7 に示した．実験動物には 6 週齢の SD 系雌ラット 24 匹を用いた．
ラットは，無作為に，飼料へのリコピン添加量によって，0 ppm，50 ppm，100 ppm （mg/kg 
diet）リコピン添加食群の 3 群に分けた． 50 ppm のリコピン添加量は齧歯類を用いた先
行研究に基づき決定した（Kim et al., 1997; Kitade et al., 2002; Omi et al., 2011）．100 ppm
のリコピン添加量はリコピン摂取のより明らかな効果を検討するために設定した。リコピ
ン添加食は，綿実油に溶解した Lyc-O-Mato 6%（Lyco-Red Natural Products Industries 
Ltd, Beer-Sheva, Israel）を飼料に混ぜ込み，リコピンの最終濃度をそれぞれ調節した．な
お，Lyc-O-Mato 6%の組成は Table 3 に、飼料組成は Table 4 に示した．飼育環境は研究課
題 1-1 と同様に設定し，飼料および脱イオン蒸留水は自由摂取させた．なお，本実験は筑波
大学における動物実験の倫理審査の承認を受け実施した． 
 
 
 
Fig. 7  Experimental protocol. 
Urine samples were collected overnight on the 2 and 3 - day before the dissection. 
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Table 3  Composition of Lyc-O-Mato 6% 
Elements in Lyc-O-Mato 6% % 
Lycopene 6.00 
-carotene  0.2 
Phytoen & phytofluene 1.0 
Natural tocopherols 1.5 
water  0.5 
 
Table 4  Composition of experimental diets 
Constituents (%) 
Control diet  Lycopene diets 
(0.3% Ca, 0.3%P) d)  (0.3% Ca, 0.3%P) d) 
Glucose monohydrate 64.621  64.621 
Casein 18  18 
Cystine 0.2  0.2 
Cottonseed oil 10  10 
CaCO3 0.740  0.740 
KH2PO4 0.501  0.501 
K2HPO4 0.641  0.641 
Roughage 3.0  3.0 
Choline Chloride 0.2  0.2 
Water soluble Vitamin Mixture a) 0.1  0.1 
Oil soluble Vitamin Mixture b)  b) 
Ca.P free salt Mixture c) 2  2 
Lycopene  (mg/ 100g diet) －  5 / 10 
a) The water soluble vitamin mixture (in %): thiamine, 0.5; riboflavin, 0.5; pyridoxine, 0.5; calcium pantothenate, 
2.8; nicotinamide, 2.0; inositol, 20.0; folic acid, 0.02; vitamin B12, 0.002; biotin, 0.01; and glucose monohydrate, 
73.7. 
b) The rats received a supplement of fat-soluble vitamin in cotton seed oil three times a week which was supplied 
with 70 g of -carotene, 105 g of 2-methyl-1,4-naphthoquinone, 875 g of -tocopherol and 525 I.U. of vitamin 
D3. The 5 drops of Oil soluble Vitamin Mixture were put on the feed in each tray just before feeding. 
c) The Calcium (Ca) Phosphorus (P) free salt mixture (in %) : potassium chloride, 57.7; sodium chloride, 20.9; 
magnesium sulfate anhydrous, 17.9; copper (II) sulfate pentahydrate, 0.078; sodium fluoride, 0.113; cobalt (II) 
chloride, 0.004; potassium lodide, 0.01; magnese (II) sulfate pentahydrate, 0.06; hexaammonium heptamolybdate 
tetrahydrate, 0.005; iron (II) sulfate heptahydrate, 3.22; zinc sulfate heptahydrate, 0.44. 
d) The diets were made at constant Ca/P raitio. 
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3-2．試料採取 
 研究課題 1-1 と同様に行った．加えて，血液採取後に，肝臓をただちに摘出し，重量測定
後すみやかに液体窒素に保存し，分析に使用するまで－80℃で保存した． 
  
3-3．血清および肝臓リコピンの定量 
 血清および肝臓リコピン濃度は，先行研究（Porrini et al., 1998; Ferreira et al., 2000）
を若干改変した方法を用い定量した． 約 0.25 g の肝臓を 2 mL のエタノール（1 g/L ブチ
ル化ヒドロキシトルエン含有）中で，ホモジナイザー（Three-One Motor BL3000, Shinto 
Scientific Co., Ltd,. Tokyo, Japan）を用いてホモジナイズした．ホモジネート 2 mL に 0.5 
mL 飽和水酸化カリウム水溶液を添加し，70℃で 30 分間鹸化した．室温まで放冷後，1 mL
脱イオン水を添加し，3 mL の n - ヘキサンで 3 回抽出を行った．ヘキサン抽出液は n－ヘ
キサンで 10 mLに定容した．このうち 1 mLを 40℃程度で温めながら窒素ガスで乾固させ，
50 L テトラヒドロフラン［THF］，続いて 150 L メタノールに再溶解し，そのうち 100 L
を高速液体クロマトグラフィー［HPLC］に供した．2 mL の血清サンプルは，1 mL 脱イ
オン水を添加後，3 mL の n - ヘキサンで 3 回抽出を行った．ヘキサン抽出液は，肝臓と同
様に乾固，再溶解し，HPLC に供した．HPLC システムは，送液系は DG-980-50 3-Line 
Degasser，LG-980-02 Ternary Gradient Unit および PU-980 Intelligent HPLC pump（JASCO 
Corporation, Japan）を用い， 検出器は UV-970 intelligent UV/VIS detector （JASCO Corporation, 
Japan）を用いた．分離には mightysil RP-18 GP column（ 4.0  250 mm ; Kanto Kagaku, 
Tokyo, Japan）を用い，移動相はメタノール／THF（75 : 25, v / v），流速は 1 mL/min に
設定した．リコピン量は，純品リコピン（SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA）に
よる外部標準法を用い，解析波長 470 nm でのピークの面積値にて算出した．  
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3-4．骨密度測定 
 研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-5．大腿骨破断強度測定 
 研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-6．骨代謝マーカー 
3-6-1. 酒石酸耐性酸性フォスファターゼ（TRAP）活性 
研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-6-2. 尿中デオキシピリジノリン（Dpd）排泄量 
Dpd は，骨基質蛋白であるⅠ型コラーゲン分子間に形成される架橋成分であり，骨吸収時
に血中に放出され，体内で再利用や代謝されず尿中に排泄されるため，骨吸収に特異的な
マーカーであるとされる（Robins et al., 1994）．同様の架橋成分であるピリジノリンは，骨，
軟骨，象牙質，靭帯，腱などのコラーゲンにも存在するが，Dpd は軟骨にはみられないため，
より骨に特異的であるといえる．飼育 62，63 日目（解剖 2，3 日前）に，ラットを代謝ケ
ージに移し，2 mL の 2 N 塩酸を用いた酸性条件下で 24 時間尿を採取した．尿サンプルは，
4ºC，2500 rpm で 15 分間遠心分離し，上清を分析に用いた．尿中 Dpd 濃度は，測定キット
（Osteolinks-DPD, DS Pharma Biomedical Co., Ltd., Osaka, Japan）を用い，EIA 法で測定した． 
 
3-6-3. 骨型アルカリフォスファターゼ（Bone ALP）活性 
 研究課題 1-1 と同様に行った． 
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3-7．酸化ストレスレベルおよび抗酸化力 
3-7-1．血清 Reactive Oxygen Metabolites - derived compounds （d-ROMs）レベル 
酸化ストレスレベルの評価のために，d-ROMs test を行った．d-ROMs は，全身性の酸化
ストレスレベルを評価できる簡易的なマーカーとして，ヒトおよび動物両方に用いられて
いる（Cesarone et al., 1999; Alberti et al., 2000; Kotani et al., 2012; Nagatomo et al., 2012）．本テ
ストは，血清の有機ヒドロぺルオキサイドの濃度を呈色反応によって光学的に測定するも
のである（Cesarone et al., 1999）．測定には血清を用い，Free radical analysis system ［FRAS］
4（Health&Diagnostics Ltd., Italy）および d-ROMs test キット（DIACRON s.r.l, Italy）
を用い測定した．測定値は，任意の単位である U. CARR で示し，1 U. CARR は過酸化水
素 0.08 mg/ 100 mL H2O2に相当する．  
 
3-7-2．血清 Biological Antioxidant Potential （BAP） 
  抗酸化力は，BAP test を用い，血中の抗酸化力を持つ様々な物質の還元力によって 3 価
の鉄イオンが 2 価に還元され退色するその色の変化を光学的に測定することで評価した．
測定には血清を用い，FRAS4 および BAP test キット（Diacron s.r.l, Italy）を用いて測
定した．抗酸化力はmol ferrous ion / L で示される．  
  
3-8．統計処理 
データはすべて mean±SE で表した．統計ソフトは SPSS（version 21.0 J; SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA）を使用した．3 群間の差を一元配置分散分析［One-way analysis of variance］を用
い検討し、その後の多重比較には Tukey-Kramer 検定を用いた．50 および 100 ppm 群の 2
群間での肝臓リコピン濃度の比較には，対応のない t 検定を用いた．また，傾向検定には
Jonckheere-Terpstra 検定を用いた．酸化ストレスレベルと骨密度，骨強度および骨代謝マー
カーの関連性の検討には，Pearson の積率相関係数を算出した．統計的有意水準は 5%とし
た．  
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4．結果 
4-1．最終体重，体重増加量，飼料摂取量，飼料効率および生体内リコピン濃度 
 最終体重，体重増加量，飼料摂取量，飼料効率を Table 5 に示した．実験開始時の体重は
3 群間に差はなかった（0 ppm，153.0  1.7 g；50 ppm，153.1  2.3 g；100 ppm，152.9  2.0 g）．
最終体重，体重増加量，飼料摂取量および飼料効率に，3 群間で有意な差はみられなかった．
0 ppm 群では肝臓組織中からリコピンは検出されなかった．肝臓リコピン濃度は，50 ppm
群と比べ 100 ppm 群が有意な高値を示した（p < 0.05）．血清中のリコピン濃度は検出限界以
下であった．  
 
 
Table 5  Body weight, food intake, and liver lycopene concentration 
 
Lycopene content (ppm in diet)  0  50 100 
Final body weight (g) 293.9  5.1 296.8  8.9 319.0  10.3 
Body weight gain (g/day)     2.3  0.1     2.3  0.1     2.7  0.2 
Food intake (g/day)   15.15  0.56   15.92  0.74   16.80  0.6 
Food efficiency a)    0.15  0.01    0.15  0.01    0.16  0.01 
Liver lycopene content (nmol/g tissue)      N. D. b)    19.9  1.4  28.5  1.6 § 
a) Food efficiency was calculated by “Body weight gain (g/day) / Food intake (g/day)”. b) N.D. meant “not detectable”. 
Values were expressed as mean  standard error. § p  0.01 compared with 50 ppm group by t-test. n = 8 in each 
group. 
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4-2．腰椎および脛骨骨密度 
 腰椎（A），脛骨近位部（B），脛骨骨幹部（C）の骨密度を Fig.8 に示した．腰椎および脛
骨近位部骨密度において，100 ppm が 0 ppm（非摂取）群に比べ有意な高値を示した（腰椎，
p < 0.05；脛骨近位部，p < 0.01）．また，両骨密度はリコピン用量依存的な増加を示した（腰
椎，p for trends = 0.014；脛骨近位部，p for trends = 0.002）．脛骨骨幹部および全脛骨の骨密
度は 3 群間に有意な差はみられなかった（全脛骨：0 ppm，135.6  1.3 mg/cm2；50 ppm，135.6 
 2.3 mg/cm
2；100 ppm，139.3  1.6 mg/cm2）． 
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Fig. 8  Bone Mineral Density (BMD) of lumbar spine and tibia. 
BMD of (A) lumbar spine (L3-L6), (B) tibial proximal metaphysis, the proximal one-ﬁfth of the 
tibia, including the epimetaphyseal region representing the cancellous sites, and (C) tibial diaphysis, 
the middle two-ﬁfth of the tibia,representing the cortical diaphyseal region. As lycopene intake 
increased, the BMD of the lumbar spine and the tibial metaphysis tended to increase (p = 0.014; p = 
0.002, trend test by Jonckheere-Terpstra test). ✝ p < 0.05, ✝✝ p < 0.01 compared with 0 ppm 
lycopene diet group. Vertical bars indicated the standard error. Lumbar spine, n = 8 in each group; 
tibia, n=16 in each group. 
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4-3．大腿骨破断強度 
 大腿骨破断力（A）および破断エネルギー（B）の結果を Fig. 9 に示した．大腿骨破断力
および破断エネルギーは 3 群間に有意な差はみられなかった． 
 
 
 
Fig. 9  Femoral breaking strength. 
(A) Breaking force and, (B) breaking energy. Breaking force and energy represent the bone 
architectural function indicating mechanical properties of femur. Trend test was performed with the 
Jonckheere - Terpstra test. Vertical bars indicated the standard error. n = 8 in each group. 
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4-4．骨代謝マーカー 
 尿中 Dpd 排泄量（A）および血清 Bone ALP 活性（B）の結果を Fig. 10 に示した。骨吸収
マーカーである尿中 Dpd 排泄量は，リコピン摂取群が 0 ppm（非摂取）群に比べ有意な低
値を示した（p < 0.01）．骨形成マーカーである血清 Bone ALP 活性は，100 ppm が 0 ppm（非
摂取）群に比べ有意な高値を示した（p < 0.05）．また，尿中 Dpd 排泄量はリコピン用量依
存的な減少を示し，血清 Bone ALP 活性は増加を示した（尿中 Dpd 排泄量，p for trends = 
0.013；血清 Bone ALP 活性，p for trends = 0.036）．一方で，骨吸収マーカーの血清 TRAP 活
性には 3 群間で有意な差はみられなかった（0 ppm：11.66  0.95 mU，50 ppm：12.30  
0.89 mU，100 ppm：11.50  0.42 mU）． 
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Fig. 10  Bone turnover markers. 
(A) Urinary Dpd excretion corrected by urinary creatinine excretion, and (B) Serum Bone ALP 
activity; serum Bone ALP activity represents the osteoblast activity, and was described for mU as 
mmol per minutes. As lycopene intake increased, the BMD of the lumbar spine and the tibial 
metaphysis tended to increase (p = 0.014; p = 0.002, trend test by Jonckheere-Terpstra test).✝ p < 
0.05, ✝✝ p < 0.01 compared with 0 ppm lycopene diet group. Vertical bars indicated the standard 
error. n = 8 in each group. 
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4-5．酸化ストレスマーカーおよび抗酸化力 
 血清 d-ROMs レベル，血清 BAP の結果を Table 6 に示した．両指標とも 3 群間に有意な差
はみられなかった．  
 
 
Table 6  Oxidative stress levels and antioxidative potency 
 
Lycopene content (ppm in diet) 0 50 100 p for trend 
Serum d-ROMs level (U.CARR) a) 365  20 345  27 337  10 0.412 
Serum BAP level (μmol) b) 2927  122 2813  71 2806  136 0.290 
a) d-ROMs, diacron reactive oxygen metabolites; the values were described as arbitrary unit, U.CARR, which was 
equivalent to 0.08 mg/100 mL H2O2. 
b) BAP, biological antioxidant potential; serum BAP level represented the ferric 
reduction capacity of serum to ferrous, and the values were expressed in mol ferrous ions/liter of sample. Trend test 
was performed with the Jonckheere - Terpstra test. Values are expressed as mean  SE. n = 8 in each group.  
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4-6．酸化ストレスマーカーと骨密度の相関関係 
 酸化ストレスマーカーである血清 d-ROMsレベルと脛骨骨密度の相関をFig. 11に示した．
血清 d-ROMs レベルと脛骨近位部（p < 0.05）および脛骨骨幹部（p < 0.05）の骨密度に有意
な負の相関関係が認められた．また，血清 d-ROMs レベルと，全脛骨および腰椎骨密度の
間にも負の相関関係の傾向がみられた（r = 0.248，p = 0.093；r = - 0.435，p = 0.071）． 
 
 
Fig. 11 The relationships between serum oxidative stress marker, d-ROMs and 
tibial BMD.  
The correlations between serum d-ROMs level and the BMD of (A) tibial proximal metaphysis and 
(B) tibial diephysis. n = 16 in each group. 
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5 考察 
研究課題 1-1 において低 Ca 摂取により骨量減少を引き起こすことが確認された発育期雌
ラットを用い，抗酸化物質リコピンの摂取が骨量維持に有効かどうかの検討を行った．そ
の結果，リコピン摂取により，有意に骨吸収が抑制，骨形成が促進され，骨量減少が軽減
された．一方で，全身性酸化ストレスレベルには影響はみられなかった． 
 本実験において，発育期雌ラットにおける 100 ppm のリコピン添加食摂取は，主に海綿
骨から構成される腰椎と脛骨近位部の骨密度の減少を抑制した．また，リコピン摂取群に
おいて骨吸収マーカーである尿中 Dpd 排泄量が有意な低値を示し，リコピン摂取の骨吸収
抑制効果が示された．成熟期卵巣摘出ラットを用いた先行研究では，非投与群と比較して，
リコピン投与群の骨吸収マーカー・C-telopeptide of type 1 collagen［CTｘ］は有意な低値を
示し，大腿骨骨密度は有意な高値を示している（Liang et al., 2012）．Rao ら（2003）は，細
胞研究によって，リコピンが破骨細胞の分化および骨吸収活性を抑制することを報告して
いる．本実験の結果は，これら先行研究と一致する結果となった．先行研究において，リ
コピンが骨芽細胞様細胞の細胞増殖およびアルカリフォスファターゼ活性を促進すること
が示されている（Kim et al., 2003）．本実験においても，0 ppm 群と比較して，100 ppm 群の
骨形成マーカーである骨型アルカリフォスファターゼ活性が有意な高値を示し，Kim ら
（2003）の結果を支持する結果が得られた．これらの結果から，100 ppm 群において，骨吸
収が抑制され，骨形成が促進されたことにより，海綿骨主体部位の骨密度が有意に増大し
たことが示唆された．一方で，脛骨骨幹部骨密度と大腿骨破断強度では群間に差はみられ
なかった．脛骨骨幹部は皮質骨主体の部位である．大腿骨破断強度は，同様に皮質骨が主
体となっている大腿骨骨幹部で測定を行っている．海綿骨は，皮質骨よりも骨代謝が活発
であることが示されている（Kimmel et al., 1994; Steiner et al., 1996）．骨代謝マーカーの結果
からも示唆されるように，リコピン摂取は，破骨細胞や骨芽細胞の活性を介して骨代謝に
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作用する可能性が考えられる．これらのことから，リコピン摂取の効果は，皮質骨よりも，
骨代謝回転の活発な海綿骨部位で顕著に現れたと考えられる． 
 本実験において，リコピン摂取群において顕著な骨吸収抑制および骨形成促進効果がみ
られたにもかかわらず，全身性酸化ストレスレベルに変化はみられなかった．リコピンは，
最も強い一重項酸素除去能を持つカロテノイドであり，脂質過酸化反応を予防することが
報告されている（Di Mascio et al., 1989; Sthal et al., 1996）．閉経後女性において，リコピン投
与は有意に血清リコピン濃度を上昇させ，血清酸化ストレスマーカーおよび骨吸収マーカ
ーを減少させたことが報告されている（Mackinnon et al., 2011）．本実験でも用いている齧歯
類はヒトよりもカロテノイドの吸収率が低い（Lee et al., 1999）．SD 系雌性ラットにおいて，
90日間または 120日間の 50 ppmのリコピン添加食の摂取は，2, 7-dimethyl(a)- benzanthracene
誘発性の血清脂質過酸化レベルを有意に減少させたことが示されている（Al-Malki et al., 
2011; Moselhy et al., 2008）．Çeribaşi ら（2010）は，8 週間，1 日おきに 10 mg/kg 体重のリコ
ピンを SD 系成熟雄性ラットに投与したところ，cyclophosphamide 媒介の血漿脂質過酸化レ
ベルの上昇を有意に軽減できたことを報告している．本実験でのリコピン摂取量は前述の
先行研究よりも低用量であり，本実験のリコピン用量は，発育期雌ラットにおける骨量減
少抑制には十分であったが，全身性酸化ストレスの軽減効果を得るためには不十分であっ
た可能性が考えられる．一方で，全身性酸化ストレスレベルと脛骨骨密度の間に有意な負
の相関関係は認められた．ROS は，破骨細胞など様々な生体細胞における tumor necrosis 
factor  ［TNF-］，interleukin 1［IL-1］や IL-6 といった炎症性サイトカインの産生を増大
させる（Lean et al., 2003; Valko et al., 2007; Weitzmann et al., 2006）．先行研究において，炎症
性サイトカインによる nuclear factor-kappa B［NF-ĸB］の活性化および TNF-と receptor 
activator of nuclear factor-kappa B ligand［RANKL］の相乗作用により破骨細胞の分化や活性
化が誘発されることが示されている（Grassi et al., 2007; Jagger et al., 2005; Novack et al., 2011; 
Pacifici et al., 1996; Weitzmann et al., 2006）．さらに，過剰な ROS は骨芽細胞の分化や増殖を
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阻害することが示されている（Bai et al., 2004; Li et al., 2009）．リコピンの投与は，脂肪細胞
やマクロファージ，破骨細胞といった様々な細胞において，炎症性サイトカインの発現お
よび ROS 産生を軽減することが報告される（Gouranton et al., 2011; Palozza et al., 2011; Rao et 
al., 2003）．本研究においても，以上のようなメカニズムによって，とくに骨組織や骨髄の
ような局所において酸化ストレスが軽減されたことによって骨量増加が促進された可能性
が考えられ，その局所での酸化ストレスの軽減が全身性酸化ストレスマーカーにも多少な
りとも反映され，全身性酸化ストレスマーカーが低いほど骨密度が高くなった可能性が考
えられる．本実験では，炎症性サイトカインや骨局所の酸化ストレスレベルの検討は行っ
ていないが，今後評価する必要がある． 
 抗酸化効果に加え，リコピンは直接的な intercellular gap junctional communication の誘導や
細胞の分化・増殖を制御することが報告される（Ferraira et al., 2003）．骨細胞や骨芽細胞，
破骨細胞間での intercellular gap junctional communication は骨のリモデリングにおいて重要
な役割を果たすことが示唆されている（Batra et al., 2012）．先行研究において，リコピンは
破骨細胞の分化および活性化を抑制し，骨芽細胞の分化および増殖を促進させた（Kim et al., 
2003; Rao et al., 2003）．このように，リコピンは酸化ストレスの軽減を介さない骨代謝への
直接的な効果の可能性も考えられ，リコピンが骨に有益な効果を与えるメカニズムについ
てはさらなる検討が必要である． 
 以上より，リコピン摂取は，低 Ca 摂取により骨量減少を引き起こす発育期雌ラットにお
いて，骨吸収を抑制，骨形成を促進し，骨量減少を軽減することが示された．また，全身
性酸化ストレスレベルと骨密度には関連があることも示唆された． 
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研究課題 1 要約 
  
 研究課題 1 では，発育期雌ラットに，低 Ca 食摂取により骨量減少を誘導した条件におい
て，抗酸化物質であるリコピン摂取が骨量減少を未然に防ぎ，骨量を維持することができ
るかどうかを検討した．研究課題 1-1 では，発育期雌ラットにおける低 Ca 食摂取により，
骨形成の低下および海綿骨骨量の減少が確認された．つづく研究課題 1-2 では，研究課題
1-1で確認された骨量減少リスクを有した状態におけるリコピン摂取の骨量減少抑制効果の
検討を行った．その結果，リコピン摂取により，有意に骨吸収が抑制，骨形成が促進され，
海綿骨骨量減少が抑制された．全身性酸化ストレスレベルにはリコピン摂取による影響は
みられなかったが，全身性酸化ストレスレベルと骨密度には関連があることが示唆された．
以上研究課題 1 では，低 Ca 摂取による骨量減少のリスク下において，リコピン摂取は骨量
減少を軽減し，骨量の維持に寄与できることが示された． 
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第 V 章 研究課題 2 
骨量減少に対するリコピン摂取の効果 
－低 Ca 摂取エストロゲン欠乏モデルにおける検討－ 
 
背景 
 若年女性では，痩身願望による不適切な食事摂取によるカルシウムなどの栄養素等摂
取不足や，月経異常による循環エストロゲンレベルの低下が、骨量増加抑制や骨量減少を
招くリスクファクターとして問題視されている（Barrack et al., 2010; Misra et al., 2008; Riggs 
et al., 2008; Teegarden et al., 1998）．近年，低エストロゲン状態やエストロゲン欠乏が，直接
的に骨量減少を引き起こすだけでなく，酸化ストレスの増大を惹起することで骨の脆弱化
に関与する可能性が示唆されてきている．抗酸化物質であるリコピンは酸化ストレス軽減
および骨量減少抑制効果が報告されている（Kim et al., 2003; Mackinnon et al., 2011; Rao et al., 
2003; Shen et al., 2008）．一方で，これまでに発育期の雌性動物や若年女性を対象としたリコ
ピン摂取の骨代謝への効果を検討した研究はなく，研究課題 1 よりも重篤な骨量減少リス
クを有した発育期の雌性動物における，リコピン摂取の骨代謝への効果は明らかではない． 
  
目的 
 卵巣摘出術によるエストロゲン欠乏に加え，低 Ca 食摂取を負荷した状態において，リコ
ピン摂取が骨量減少の抑制に有効か否かを検討した．  
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研究課題 2-1 
低 Ca 摂取およびエストロゲン欠乏が発育期雌ラットの 
骨代謝に及ぼす影響の検証 
 
1.  背景 
循環エストロゲンレベルの低下は，女性において最も問題視される骨量減少のリスクフ
ァクターである（Misra et al., 2008; Weitzmann et al., 2006）．前述のように（研究課題 1），カ
ルシウム［Ca］摂取不足も骨量減少のリスクファクターである．これらのことから，エス
トロゲン欠乏条件下における低 Ca 摂取は骨量減少を亢進させる可能性が考えられる．  
 
2.  目的 
 動物実験においてエストロゲン欠乏状態を再現するモデルとしては，卵巣摘出によりエ
ストロゲン欠乏を引き起こさせる卵巣摘出ラットが広く用いられている（Lelovas et al., 
2008）．本実験では，卵巣摘出によるエストロゲン欠乏状態の発育期雌ラット（以降 OVX
ラット）に低 Ca 食を摂取させ，骨量減少が引き起こされることを検証した． 
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3．方法 
3-1．被験動物および飼育条件 
 プロトコールを Fig. 12 に示した．実験動物には 6 週齢の SD 系雌ラット 18 匹を用いた．
ラットは，卵巣摘出偽手術［Sham］後飼料中カルシウム含有量が重量比 0.6%の飼料を摂
取させる群，卵巣摘出［OVX］後飼料中カルシウム含有量が重量比 0.6%あるいは 0.3%の
飼料を摂取させる群の計 3 群に分けた．飼育期間は 2 ヵ月とし，飼料組成および飼育環境
は研究課題 1-1 と同様とした．なお本実験は筑波大学における動物実験委員会の承認を受け
実施した．  
 
 
 
Fig. 12  Experimental protocol. 
Sham, sham-operated rats; OVX, ovariectomized rats. Urine samples were collected overnight on the 2 and 3 
- day before the dissection. 
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3-2．試料採取 
 研究課題 1-1 と同様に行った．  
  
3-3．骨密度測定 
 研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-4．大腿骨破断強度測定 
研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-5．骨代謝マーカー 
 研究課題 1-1 と同様に行った．  
 
3-6．統計処理 
データはすべて mean±SE で表した．統計ソフトは SPSS（version 21.0 J; SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA）を使用した．3 群間の差を一元配置分散分析［One-way analysis of variance］を用
い検討し、その後の多重比較には Tukey-Kramer 検定を用いた．統計的有意水準は 5%とし
た． 
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4．結果 
4-1．最終体重，体重増加量，飼料摂取量，飼料効率 
 最終体重，体重増加量，飼料摂取量，飼料効率を Table 7 に示した．実験開始時の体重は
3 群間に差はなかった（Sham - 0.6%Ca，151.0  1.7 g；OVX - 0.6%Ca，149.8  1.5 g；OVX - 
0.3%Ca，153.0  2.3 g）．最終体重，体重増加量，飼料摂取量および飼料効率は，Sham + 0.6%Ca
群と比較して，OVX 群が有意な高値を示した（最終体重，OVX - 0.6%Ca 群：p < 0.01；OVX 
- 0.3%Ca 群：p < 0.001，体重増加量：p < 0. 001，飼料摂取量：p < 0.05，飼料効率，OVX - 
0.6%Ca 群：p < 0.01；OVX - 0.3%Ca 群：p < 0.001）．また，飼料効率では，OVX - 0.6%Ca
群と比べて，OVX - 0.3%Ca 群が有意な高値を示した（p < 0.01）．  
 
 
Table 7  Body weight and food intake. 
Operation     Sham     OVX     OVX 
Ca content (% in diet)      0.6      0.6      0.3 
N       6       6       6 
Final body weight (g) 286.2  7.6 349.3  13.2 aa 381.5  9.2 aaa 
Body weight gain (g/day)   2.4  0.1   3.6  0.2 aaa   4.1  0.1 aaa 
Food intake (g/day)  16.1  0.4  18.8  0.6 a  18.2  0.9 a 
Food efficiency a)  0.15  0.01  0.19  0.01 aa  0.23  0.01 aaa,bb 
a) Food efficiency was calculated by “Body weight gain (g/day) / Food intake (g/day)”. Sham, sham-operated rats; 
OVX, ovariectomized rats. Values were expressed as mean  SE. a p  0.05; aa p< 0.01; aaa p< 0.001 compared with 
Sham- operated 0.6% Ca diet intake group. bb p< 0.01 compared with ovariectomized 0.6% Ca diet intake group. 
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4-2．腰椎および脛骨骨密度 
 腰椎（A），全脛骨（B），脛骨近位部（C）および脛骨骨幹部（D）の骨密度を Fig. 13 に
示した．腰椎骨密度は，Sham - 0.6%Ca 群と比べて，OVX - 0.3%Ca 群が有意な低値を示し
た（p < 0.05）．脛骨近位骨密度は，Sham - 0.6%Ca 群と比較して，OVX 群が有意な低値を示
し（p < 0.001），OVX＋0.3%Ca 群が OVX - 0.6%Ca 群と比較して有意な低値を示した（p < 
0.01）．全脛骨骨密度は，OVX - 0.3%Ca 群が Sham - 0.6%Ca 群と比べ低値傾向を示した（p = 
0.053）．脛骨骨幹骨密度には有意な差はみられなかった．  
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Fig. 13  Bone Mineral Density (BMD) of lumbar spine and tibia. 
BMD of (A) lumbar spine (L3-L6), (B) total tibia, (C) proximal metaphysis, the proximal one-fifth 
of tibia, including the epimetaphyseal region representing the cancellous sites, (D) tibial diaphysis, 
the middle two-fifth of the tibia, representing cortical diaphyseal region. 
a
 p  0.05; 
aaa
 p< 0.001 
compared with Sham- operated 0.6% Ca diet intake group. 
bb
 p< 0.01 compared with ovariectomized 
0.6% Ca diet intake group. Vertical bars indicated the standard error. Lumbar spine, n = 6; tibia, 
n=12 in each group. 
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4-3．大腿骨破断強度 
 体重補正をした大腿骨破断力（A）および破断エネルギ （ーB）の結果を Fig. 14 に示した．
大腿骨破断力は Sham - 0.6%Ca 群と比較して，OVX 群が有意な低値を示した（p < 0.001）．
破断エネルギーは，3 群間に有意な差はみられなかった． 
 
 
 
 
Fig. 14  Femoral breaking strength. 
(A) Breaking force and, (B) breaking energy. Breaking force and energy represent the bone 
architectural function indicating mechanical properties of femur. 
aaa
 p< 0.001 compared with Sham- 
operated 0.6% Ca diet intake group.Vertical bars indicated the standard error. N = 12 in each group. 
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4-4．骨代謝マーカー 
 骨吸収マーカーである血清 TRAP 活性（A）および骨形成マーカーである血清 Bone ALP
活性（B）の結果を Fig. 15 に示した。血清 TRAP 活性は，Sham - 0.6%Ca 群と比べて，OVX 
- 0.3%Ca 群が有意な高値を示した（p < 0.05）．血清 Bone ALP 活性は，Sham - 0.6%Ca 群と
比べて，OVX - 0.6%Ca 群が有意な高値を示した（p < 0.05）． 
 
 
 
 
Fig. 15  Bone turnover markers. 
(A) Serum TRAP activity, a bone resorption marker, (B) serum Bone ALP activity, a bone formation 
marker. Both enzyme activities were described for mU as mmol per minutes. 
a
 p  0.05 compared 
with Sham- operated 0.6% Ca diet intake group.Vertical bars indicated the standard error. N = 6 in 
each group. 
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5．考察 
 卵巣摘出によるエストロゲン欠乏状態の発育期雌ラットに低 Ca 食を摂取させ，エストロ
ゲン欠乏および低 Ca 食摂取が骨代謝に及ぼす影響の検証を行った．その結果， エストロ
ゲン欠乏および低 Ca 食摂取により，有意な海綿骨骨密度の減少，骨強度の低下，および骨
吸収の亢進が確認された． 
 本実験において，卵巣摘出によるエストロゲン欠乏により，有意に脛骨近位部の骨密度
および大腿骨破断強度が低下した．さらに，エストロゲン欠乏における低 Ca 摂取によって
脛骨近位部骨密度はより低下し，腰椎骨密度も有意に低下し，全脛骨骨密度は低値傾向を
示した．一方で，脛骨骨幹部では有意な差はみられなかった．急激な循環エストロゲンレ
ベルの低下が起こる閉経後女性において，骨密度の急激な低下が報告されている（Nordin et 
al., 1987; Fischer et al., 1999）．本研究と同様に OVX ラットを用いた先行研究においても，
Sham ラットと比較して，OVX ラットにおいて骨密度および骨強度が有意な低値となること
が示されている（Cai et al., 2005; Liang et al., 2012; Omi et al.,1995; Sims et al.,1996）．腰椎お
よび脛骨近位部は海綿骨，脛骨骨幹部は皮質骨が主体の部位である（Omi et al., 1994）．閉
経後骨粗鬆症における骨量減少は海綿骨の減少が主であり，皮質骨は比較的よく保たれる
ことが報告される（Lelovas et al., 2008）．Cai ら（2005）の研究においても，OVX ラットの
皮質骨主体の大腿骨骨幹部の骨密度は Sham ラットと差はみられないことが示されている．
これらのことから，本実験においても海綿骨を主体とした脛骨近位部においてエストロゲ
ン欠乏による骨量減少がみとめられたと考えられる．また，研究課題 1-1 で述べたように，
年齢や性別に関わらず，低 Ca 摂取が低骨量や骨量減少と関連していることが示されている
（Bronner et al., 1994; Cashman et al., 2002; Centeno et al., 2009; Merrilees et al., 2000; Morris et 
al.,2010; Nieves,2005; Talbott et al., 1998; 麻見ら, 2011）．さらに，皮質骨に比べ，海綿骨の方
が低 Ca 摂取の影響を受けやすいことが報告されている（Bauer et al., 1929）．これらのこと
から，エストロゲン欠乏における低 Ca 食摂取によって，海綿骨を主体とした腰椎において
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も骨量減少がみとめられ，さらに，脛骨近位部骨密度では骨量減少が亢進したと考えられ
る．また，骨量の増減に関する力学的要因の 1 つとして，体重による荷重負荷が挙げられ
る（El Hage et al., 2009; Wronski et al., 1983）．皮質骨は，重力などの力学的負荷の影響を受
けやすい（栗若，2008; 原ら，1994）．本研究において，Sham 群と比較して OVX 群の体重
は有意な高値を示している．これらのことから，OVX 群においても，体重による力学的負
荷により骨密度が維持されたと考えられる． 
本実験において，エストロゲン欠乏および低Ca食摂取によって有意に骨吸収が亢進した．
エストロゲン欠乏による閉経後骨粗鬆症の骨代謝は骨吸収および骨形成ともに亢進した高
代謝回転型を示す（宮浦, 1996）．OVX ラットにおいて，骨吸収の増大が骨形成の増大を上
回ることも示されている（Sims s et al.,1996）．エストロゲン欠乏は，IL-1 や IL-6，TNF-な
どの骨吸収性サイトカインの産生を亢進し，それらのサイトカインを介して直接的に，あ
るいは骨芽細胞や骨髄幹細胞を介して，破骨細胞の分化や形成の促進，活性化および寿命
の延長，骨芽細胞の活性の阻害を誘発し，骨吸収が優位となる（Goulding et al., 1996; Sheweita 
et al., 2007; Weitzmann et al., 2006）．また，エストロゲンの一種のエストラジオールは，in vitro
においてパラサイロイドホルモンによる骨吸収を抑制することが報告されている（Ernst et 
al., 1989）．さらに，研究課題 1-1 でも述べたように，低カルシウム摂取による骨吸収の亢進
も示されている（Centeno et al., 2009）．以上のことから，本実験においても，エストロゲン
欠乏および低 Ca 食摂取によって，骨吸収が有意に亢進したと示唆される．一方で，Sham
群と比較して，十分量の Ca を摂取している OVX 群で有意な骨形成の亢進が認められた．
これは，前述のように，エストロゲン欠乏による骨形成の増大であると考えられる．低 Ca
食摂取の OVX 群においても，有意ではないものの，Sham 群と比較して，骨形成の亢進が
みられた．研究課題 1-1 で述べたように，低 Ca 摂取による骨形成の低下が報告されており
（Centeno et al., 2009），本実験と同等の低 Ca 食摂取である研究課題 1-1 でも骨形成の低下
がみとめられた．これらのことから，低 Ca 食摂取により，エストロゲン欠乏による骨形成
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の亢進が抑制された可能性が考えられる．これら骨代謝マーカーの結果から，エストロゲ
ン欠乏および低 Ca 食摂取条件下では，エストロゲン欠乏単独の状態よりも，骨吸収が亢進
し，骨形成の亢進は抑制され，骨吸収と骨形成のバランスがより骨吸収側に傾くことで，
骨量減少が亢進する可能性が示唆された． 
 エストロゲンは，骨の長軸方向への成長をはじめ骨代謝に重要な成長ホルモン［GH］や
インスリン様成長因子 I［IGF-I］の分泌にも関与しており，特に思春期おいてそれらホルモ
ンの分泌が強く相関することが報告されている（Meinhardt et al., 2006）．また，血清 IGF-I
レベルと骨密度には正の相関がみられ，女性において，血清 IGF-I レベルが低いほど骨折頻
度およびリスクが高いことも報告される（Locatelli et al., 2014）．本研究においても発育期の
雌ラットを用いていることから，エストロゲン欠乏により GH/ IGF-I の分泌が乱れ，骨代謝
の改悪および骨量減少をまねいた要因の一端となった可能性が考えられる． 
 さらに，エストロゲンは腸管カルシウム吸収にも関与している．エストロゲンは，血中
25-OH ビタミン D3を活性型 1,25 - (OH)2ビタミン D3に転換する酵素の活性を亢進し，活性
型 1,25 - (OH)2ビタミン D3を増加させることで，Ca 吸収の増加に寄与している（Colin et al., 
1999）．エストロゲンの欠乏は，Ca 吸収障害を引き起こし，血中 Ca のホメオスタシスを保
つために，骨からの Ca 動員が促され，骨吸収が亢進される可能性が示唆される．本研究に
おいて Ca 出納の検討は行っていないが，Ca 吸収障害も骨量減少の要因となっている可能性
が考えられる． 
 本実験において，エストロゲン欠乏により，有意な海綿骨骨密度および骨強度の低下が
確認された．さらに，エストロゲン欠乏状態における低 Ca 食摂取により，有意に骨吸収が
亢進し，エストロゲン欠乏単独の条件下よりも海綿骨骨密度の減少が有意に亢進した．以
上から，本実験の卵巣摘出によるエストロゲン欠乏状態において低 Ca 食を摂取させた発育
期雌ラットでは，エストロゲン欠乏単独の状態よりも骨量減少が増悪されることが確認さ
れた．   
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研究課題 2-2 
低 Ca 食摂取およびエストロゲン欠乏による骨量減少に対する 
リコピン摂取の効果の検討 
 
1 背景 
 宮川ら（2008）の卵巣摘出・低カルシウム［Ca］摂取骨粗鬆症モデルラットにおいて，
深刻な低骨量状態からの骨量の改善に対しては，リコピン摂取の効果がみられなかったが，
骨吸収抑制効果の可能性は認められた．このように，骨吸収抑制効果が期待されることか
ら，抗酸化物質リコピンの投与により酸化ストレスを軽減することで，骨量減少を抑制で
きるかもしれない．前述のように，これまでに発育期の雌性動物や女性を対象としたリコ
ピン摂取の骨代謝への効果を検討した研究はなく，研究課題 1 よりも重篤な骨量減少リス
クを有した発育期の雌性動物における，リコピン摂取の骨代謝への効果は明らかではない． 
  
 
2 目的 
 本実験では，卵巣摘出によるエストロゲン欠乏ラットに低Ca食摂取させた状態における，
リコピン摂取の骨量減少に対する効果を検討した． 
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3．方法 
3-1．被験動物および飼育条件 
 プロトコールを Fig. 16 に示した．実験動物には 6週齢の SD系雌ラット 33匹を用いた．
ラットは，卵巣摘出術後，無作為に，飼料へのリコピン添加量によって，0 ppm，50 ppm，
100 ppm，200 ppm （mg/kg diet）リコピン添加食群の 4 群に分けた．50 ppm のリコピ
ン添加量は研究課題 1-2 と同様に先行研究に基づき決定した．100 ppm および 200 ppm の
リコピン添加量はリコピン摂取のより明らかな効果を検討するために設定した。リコピン
添加食は研究課題 1-2 と同様に作成した．飼料組成は Table 8 に示した．飼育環境は研究課
題 1-1 と同様に設定した．なお，本実験は筑波大学における動物実験の倫理審査の承認を受
け実施した． 
 
 
Fig. 16  Experimental protocol. 
Urine samples were collected overnight on the 2 and 3 - day before the dissection. 
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Table 8  Composition of experimental diet 
 
Constituents (%) 
Control diet  Lycopene diets 
(0.3% Ca, 0.3%P) d)  (0.3% Ca, 0.3%P) d) 
Glucose monohydrate 64.621  64.621 
Casein 18  18 
Cystine 0.2  0.2 
Cottonseed oil 10  10 
CaCO3 0.740  0.740 
KH2PO4 0.501  0.501 
K2HPO4 0.641  0.641 
Roughage 3.0  3.0 
Choline Chloride 0.2  0.2 
Water soluble Vitamin Mixture a) 0.1  0.1 
Oil soluble Vitamin Mixture b)  b) 
Ca.P free salt Mixture c) 2  2 
Lycopene  (mg/100g diet) －  5 / 10 / 20 
a) The water soluble vitamin mixture (in %): thiamine, 0.5; riboflavin, 0.5; pyridoxine, 0.5; calcium pantothenate, 
2.8; nicotinamide, 2.0; inositol, 20.0; folic acid, 0.02; vitamin B12, 0.002; biotin, 0.01; and glucose monohydrate, 
73.7. 
b) The rats received a supplement of fat-soluble vitamin in cotton seed oil three times a week which was supplied 
with 70 g of -carotene, 105 g of 2-methyl-1,4-naphthoquinone, 875 g of -tocopherol and 525 I.U. of vitamin 
D3. The 5 drops of Oil soluble Vitamin Mixture were put on the feed in each tray just before feeding. 
c) The Calcium (Ca) Phosphorus (P) free salt mixture (in %) : potassium chloride, 57.7; sodium chloride, 20.9; 
magnesium sulfate anhydrous, 17.9; copper (II) sulfate pentahydrate, 0.078; sodium fluoride, 0.113; cobalt (II) 
chloride, 0.004; potassium lodide, 0.01; magnese (II) sulfate pentahydrate, 0.06; hexaammonium heptamolybdate 
tetrahydrate, 0.005; iron (II) sulfate heptahydrate, 3.22; zinc sulfate heptahydrate, 0.44. 
d) The diets were made at constant Ca/P raitio. 
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3-2．試料採取 
 研究課題 1-2 と同様に行った． 
  
3-3．血清および肝臓リコピンの定量 
 研究課題 1-2 と同様に行った． 
 
3-4．骨密度測定 
 研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-5．大腿骨破断強度測定 
 研究課題 1-1 と同様に行った．  
 
3-6．骨代謝マーカー 
研究課題 1-2 と同様に行った． 
 
3-7．酸化ストレスレベルおよび抗酸化力 
研究課題 1-2 と同様に行った． 
 
3-8．統計処理 
データはすべて mean±SE で表した．統計ソフトは SPSS（version 21.0 J; SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA）を使用した．4 群間の差を一元配置分散分析［One-way analysis of variance］を用
い検討し、その後の多重比較には Tukey-Kramer 検定を用いた．酸化ストレスレベルと骨密
度，骨強度および骨代謝マーカーの関連性の検討には，Pearson の積率相関係数を算出した．
統計的有意水準は 5%とした． 
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4．結果 
4-1．最終体重，体重増加量，飼料摂取量，飼料効率および生体内リコピン濃度 
 最終体重，体重増加量，飼料摂取量，飼料効率を Table 10 に示した．実験開始時の体重は
4 群間に差はなかった（0 ppm，153.0  2.3 g；50 ppm，152.1  2.3 g；100 ppm，152.9  1.9 g；
200 ppm，152.9  2.2 g）．最終体重，体重増加量，飼料摂取量および飼料効率に，4 群間で
有意な差はみられなかった．0 ppm 群では肝臓組織中からリコピンは検出されなかった．肝
臓リコピン濃度は，50 ppm 群と比べ 100 ppm および 200 ppm 群が有意な高値を示した（p < 
0.05，p < 0.001）．血清中のリコピン濃度は検出限界以下であった．  
 
 
Table 9  Body weight, food intake, and liver lycopene concentration. 
 
Lycopene content (ppm in diet) 0 50 100   200 
N 6 9 9    9 
Final body weight (g) 384.8  11.5 389.8  5.9 387.8  7.4  407.4  8.6 
Body weight gain (g/day) 3.7  0.2 3.8  0.1 3.7  0.1    4.1  0.1 
Food intake (g/day) 18.54  0.89 18.44  0.38 19.00  0.50  19.45  0.57 
Food efficiency a) 0.20  0.01 0.21  0.01 0.20  0.01   0.21  0.01 
Liver lycopene concentration 
(nmol/g tissue) 
N. D. b) 12.70  0.78 18.67  1.50§  22.27  1.96§§ 
a) Food efficiency was calculated by “Body weight gain (g/day) / Food intake (g/day)”. b) N. D. abbreviates “Not 
detectable”. Values are expressed as mean  SE. § p  0.05; §§ p < 0.01 compared with 50 ppm lycopene diet group. 
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4-2．腰椎および脛骨骨密度 
 全脛骨（A），脛骨近位部（B），脛骨骨幹部（C）の骨密度を Fig. 17 に示した．すべての
骨密度において，リコピン摂取群が 0 ppm（非摂取）群に比べ有意な高値を示した（全脛骨，
50 ppm，p < 0.01；100 ppm，p < 0.001；200 ppm，p < 0.01；脛骨近位部，p < 0.01；脛骨骨幹
部，50 ppm，p < 0.01；100 および 200 ppm，p < 0.001）．また，腰椎骨密度では 100 ppm 群
が 0 ppm 群と比較して高値傾向を示した（0 ppm，180.5  2.3 mg/cm2；50 ppm，188.7  3.1 
mg/cm
2；100 ppm，189.7  2.2 mg/cm2； 200 ppm，183.9  2.5 g ，p = 0.07）． 
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Fig. 17 Bone Mineral Density (BMD) of tibia. 
BMD of (A) total tibia, (B) proximal metaphysis, the proximal one-fifth of tibia, including the 
epimetaphyseal region representing the cancellous sites, (C) tibial diaphysis, the middle two-fifth of 
the tibia, representing cortical diaphyseal region. ✝✝ p < 0.01, ✝✝✝ p < 0.001 compared with 0 
ppm lycopene diet group. Vertical bars indicated the standard error. 
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4-3．大腿骨破断強度 
 大腿骨破断力（A）および破断エネルギー（B）の結果を Fig. 18 に示した．0 ppm 群と比
較して，破断力は 100 ppm 群，破断エネルギーは 100 および 200 ppm 群が有意な高値を示
した（破断力，p < 0.01；破断エネルギー，100 ppm，p < 0.05；200 ppm，p < 0.01）． 
 
 
Fig. 18  Femoral breaking strength. 
(A) Breaking force and, (B) breaking energy. Breaking force and energy represent the bone 
architectural function indicating mechanical properties of femur. ✝ p < 0.05, ✝✝ p < 0.01 
compared with 0 ppm lycopene diet group. Vertical bars indicated the standard error. 
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4-4．骨代謝マーカー 
 骨吸収マーカーである血清 TRAP 活性（A）および尿中 Dpd 排泄量（B）の結果を Fig. 19
に示した。両骨吸収マーカーにおいて，リコピン摂取群が 0 ppm（非摂取）群に比べ有意な
低値を示した（血清 TRAP 活性，50 ppm，p < 0.05；100 ppm，p < 0.01；200 ppm，p < 0.05；
尿中 Dpd 排泄量，p < 0.001）．一方で，骨形成マーカーである血清 Bone ALP 活性には 4 群
間に有意な差はみられなかった（0 ppm：59.02  3.45 mU，50 ppm：56.05  4.51 mU，
100 ppm：56.10  4.74 mU，200 ppm：46.51  3.60 mU）．  
 
 
 
Fig. 19  Bone turnover markers. 
(A) Serum TRAP activity; serum TRAP activity represents the osteoclast activity, and 
was described for mU as mmol per minutes., and (B) Dairy urinary Dpd excretion, total 
amount of Dpd excreted into urine for 24 hours. ✝ p < 0.05, ✝✝ p < 0.01, ✝✝✝ p < 0.001 
compared with 0 ppm lycopene diet group. Vertical bars indicated the standard error.  
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4-5．酸化ストレスマーカーおよび抗酸化力 
 血清 d-ROMs レベル，血清抗酸化力の結果を Table 9 に示した．両指標とも 4 群間に有意
な差はみられなかった．  
 
 
Table 9  Oxidative stress levels and antioxidative potency. 
 
Lycopene content (ppm in diet) 0 50 100 200 
Serum d-ROMs level (U.CARR) a) 239  8 224  15 235  9 216  11 
Serum BAP level (μmol) b) 2876  75 2738  81 2741  61 2851  63 
a) d-ROMs, diacron reactive oxygen metabolites; the values were described as arbitrary unit, U.CARR, which was 
equivalent to 0.08 mg/100 mL H2O2. 
b) BAP, biological antioxidant potential; serum BAP level represented the ferric 
reduction capacity of serum to ferrous, and the values were expressed in mol ferrous ions/liter of sample. Values are 
expressed as mean  SE. 
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4-6．酸化ストレスマーカーと骨密度の相関関係 
 酸化ストレスマーカーである血清 d-ROMsレベルと脛骨骨密度の相関をFig. 20に示した．
血清 d-ROMs レベルと全脛骨（p < 0.001），脛骨近位部（p < 0.01）および脛骨骨幹部（p < 0.01）
の骨密度に有意な負の相関関係が認められた．一方で，血清 d-ROMs レベルと腰椎骨密度
には有意な相関はみられなかった（r = 0.026, p = 0.983）． 
 
 
 
Fig. 20  The relationships between serum oxidative stress marker, d-ROMs and  
tibial BMD.  
The correlations between serum d-ROMs level and the BMD of (A) total tibia, (B) tibial proximal 
metaphysis and (C) tibial diephysis. 
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5．考察 
 低 Ca 摂取エストロゲン欠乏ラットを用い，抗酸化物質リコピンの摂取が骨量減少抑制に
有効かどうかの検討を行った．その結果，リコピン摂取により，有意に骨吸収が抑制，骨
量減少が軽減されたが，一方で，全身性酸化ストレスレベルには影響を及ぼさなかった． 
 本実験において，0 ppm 群と比較して，リコピン摂取群の脛骨骨密度は有意な高値を示し，
骨吸収マーカーである血清 TRAP 活性および尿中 Dpd 排泄量は有意な低値を示した．エス
トロゲン欠乏状態を呈している閉経後女性を対象とした先行研究において，リコピン投与
は，骨吸収マーカーである N-telopeptide of type 1 collagen［NTx］を有意に減少させたこと
が報告されている（Mackinnon et al., 2011）．研究課題 1-2 で述べたように，成熟期 OVX ラ
ットを用いた先行研究でも骨吸収の抑制および骨密度低下抑制が示され（Liang et al., 2012），
細胞研究によって，リコピンが破骨細胞の分化および骨吸収活性を抑制することを報告し
ている（Rao et al., 2003）．本実験の結果は，これら先行研究と一致する結果となった．一方
で，骨形成マーカーである血清 Bone ALP 活性にはリコピン摂取の効果はみられなかった．
Kim ら（2003）は，骨芽細胞様細胞を用いた研究において，リコピンが細胞増殖を促進し，
骨芽細胞機能の指標である ALP 活性を増大させたことを示している．対照的に，閉経後女
性において，リコピンを投与しても血清 Bone ALP 活性に変化はみられないことが報告され
ている（Mackinnon et al., 2011）．これらのことから，エストロゲン欠乏条件下では，in vivo
における骨形成に対するリコピン投与の効果は，骨吸収に対する効果よりも小さい可能性
が考えられる．また，骨強度に関して，0 ppm 群と比較して，100 ppm 群の大腿骨破断強度，
100 および 200 ppm 群の破断エネルギーが有意な高値を示した．さらに，腰椎骨密度におい
ても 100 ppm 群が 0ppm 群と比較して高値傾向を示している（p = 0.07）．以上の結果から，
低カルシウム摂取エストロゲン欠乏ラットの骨の脆弱化を防ぐためには，100 ppm のリコピ
ン添加食摂取が最も有効である可能性が示唆された． 
リコピン摂取は骨量減少の軽減に有効であることが示されたが，その効果には，研究課
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題 1-2 の発育期雌ラットみられたような濃度依存性は認められず，リコピン摂取の最も高濃
度の 200 ppm ではリコピンの骨への効果が 100 ppm と同程度、あるいは小さくなる可能性
も示唆された．過剰なレチノイドやレチノールは破骨細胞活性を高め，骨芽細胞による石
灰化を抑制することが報告されている（Dhem et al., 1984; Kneissel et al., 2005; Lind et al., 
2013）．レチノールは β-カロテンのようなプロビタミン A 活性をもつカロテノイドの開裂に
より産生される（Maggio et al., 2006）．リコピンは，プロビタミン A 活性はもたないが酵素
的開裂を起こす（Ferreira et al., 2004）．高濃度のリコピン処置または投与下では，レチノー
ルと同様に，過剰なリコピンの開裂反応生成物が骨代謝に対し有害な影響を及ぼす可能性
も考えられる．先行研究において，高濃度リコピン投与が初期の骨芽細胞分化を抑制する
ことが報告されている（Kim et al., 2003）．本実験においても，最も高濃度である 200 ppm
群において，有意差はないものの，他の 3 群と比較して骨形成マーカーが低値となってい
る．これらリコピン摂取の骨代謝へのネガティブな影響が，骨密度や骨強度の結果に反映
され，効果の非濃度依存性を呈した可能性が考えられる． 
 本実験において，リコピン摂取群において顕著な骨吸収抑制効果がみられたにもかか
わらず，全身性酸化ストレスレベルに変化はみられなかった．これは，研究課題 1-2 と同様
に，本実験のリコピン用量が骨量減少抑制には十分であったが，全身性酸化ストレスの軽
減効果を得るためには不十分であった可能性が考えられる．しかしながら，前述のように，
高濃度のリコピン摂取の骨代謝へのネガティブな影響も示唆されることから，他の抗酸化
物質との混合摂取などのリコピン用量を増大させる以外での酸化ストレスの軽減に有効な
摂取方法の検討が必要であると考えられる．全身性酸化ストレスレベルへの影響がみられ
なかった一方で，研究課題 1-2 と同様に，全身性酸化ストレスレベルと脛骨骨密度の間に有
意な負の相関関係は認められた．研究課題 1-2 でも述べたように，酸化ストレスの発生要因
でもある ROS は，破骨細胞の分化や活性化を誘発する炎症性サイトカインの産生を増大さ
せる（Grassi et al., 2007; Jagger et al., 2005; Lean et al., 2003; Novack et al., 2011; Pacifici et al., 
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1996; Valko et al., 2007; Weitzmann et al., 2006）．さらに，過剰な ROS は骨芽細胞の分化や増
殖を阻害することが示されている（Bai et al., 2004; Li et al., 2009）．リコピンの投与は，破骨
細胞や生体の様々な細胞において，炎症性サイトカインの発現および ROS 産生を軽減する
ことが報告される（Gouranton et al., 2011; Palozza et al., 2011; Rao et al., 2003）． 研究課題 1-2
と同様に，本実験においても，以上のようなメカニズムによって，とくに骨組織や骨髄の
ような局所において酸化ストレスが軽減されたことによって骨量減少が抑制された可能性
が考えられ，その局所での酸化ストレスの軽減が全身性酸化ストレスマーカーにも反映さ
れ，全身性酸化ストレスマーカーが低いほど骨密度が高くなる負の相関性がみられた可能
性が考えられる． 
研究課題 1-2 でも述べたように，リコピンは抗酸化物質としての作用だけでなく，酸化ス
トレスの軽減を介さない骨代謝への直接的な効果の可能性も考えられ，リコピンが骨に有
益な効果を与えるメカニズムについてはさらなる検討が必要である． 
 以上より，リコピン摂取は，エストロゲン欠乏および低 Ca 摂取条件下において，骨吸収
を抑制し，骨量減少を軽減することが示された．また，全身性酸化ストレスレベルと骨密
度には関連があることも示唆された． 
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研究課題 2 要約 
  
 研究課題 2 では，卵巣摘出によるエストロゲン欠乏および低 Ca 食摂取により骨量減少を
誘導した条件において，抗酸化物質であるリコピン摂取が骨量減少を未然に防ぎ，骨量を
維持することができるかどうかを検討した．研究課題 2-1 では，発育期雌ラットにおけるエ
ストロゲン欠乏および低 Ca 食摂取により，有意な海綿骨骨密度の減少，骨強度の低下，お
よび骨吸収の亢進が確認された．つづく研究課題 2-2 では，研究課題 2-1 で確認された骨量
減少リスクを有した状態におけるリコピン摂取の骨量減少抑制効果の検討を行った．その
結果，リコピン摂取により，有意に骨吸収および骨量減少が抑制された．また，研究課題
1-2 と同様に全身性酸化ストレスレベルにはリコピン摂取による影響はみられなかったが，
全身性酸化ストレスレベルと骨密度には関連があることが示唆された．以上研究課題 2 で
は，エストロゲン欠乏および低 Ca 食摂取による骨量減少リスク下においても，リコピン摂
取は骨量減少を抑制し，骨量の維持に寄与できることが示された． 
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研究課題 3 
骨量減少に対するリコピン摂取の効果 
－エストロゲンの有無がリコピン摂取の効果に及ぼす影響の検討－ 
 
1 背景 
 エストロゲン欠乏が骨の脆弱化のリスクファクターであることは周知の事実である．近
年，前述のように，低エストロゲン状態やエストロゲン欠乏が酸化ストレスの増大と関連
があることが報告されてきており（Bednarek- Tupikowska et al., 2009; Hernández et al., 2000; 
Topçuoglu et al., 2009），エストロゲン欠乏性の骨の脆弱化における酸化ストレスの関与が示
唆されている．これらのことから，エストロゲン欠乏状態では，増大した酸化ストレスを
軽減するために抗酸化物質であるリコピンの利用量が増加し，骨代謝への効果に違いをも
たらす可能性が考えられる．  
 
 
2 目的 
 研究課題 1-2 および 2-2 の骨量および骨関連指標の結果に基づき，発育期雌ラットおよび
OVX ラットの両ラットの骨代謝に対し有効な 100 ppm リコピン添加食を用い，リコピン摂
取の骨量減少抑制効果にエストロゲンの有無が及ぼす影響の検討を行った．本実験では，
卵巣摘出術施術の影響を考慮し，正常エストロゲン状態モデルの雌ラットには卵巣摘出偽
出術を施した発育期雌ラットを用いることとした．   
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3．方法 
3-1．被験動物および飼育条件 
 プロトコールを Fig. 21 に示した．実験動物には 6週齢の SD系雌ラット 24匹を用いた．
ラットは，卵巣摘出術あるいは偽手術後，リコピン非添加（0 ppm）食あるいは 100 ppm
（mg/kg diet）リコピン添加食を摂取させる群の計 4 群に分けた．100 ppm リコピン添加
食は，研究課題 1-2 および 2-3 の骨量および骨代謝関連指標の結果に基づき選択した．リコ
ピン添加食は研究課題 1-2 と同様に作成した．飼料組成は Table 10 に示した．飼育環境は研
究課題 1-1 と同様に設定した．なお，本実験は筑波大学における動物実験の倫理審査の承認
を受け実施した． 
 
 
Fig. 21 Experimental protocol. 
Sham, sham-operated rats; OVX, ovariectomized rats. Urine samples were collected overnight on the 2 and 3 
- day before the dissection. 
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Table 10  Composition of experimental diet 
 
Constituents (%) 
Control diet  Lycopene diets 
(0.3% Ca, 0.3%P) d)  (0.3% Ca, 0.3%P) d) 
Glucose monohydrate 64.621  64.621 
Casein 18  18 
Cystine 0.2  0.2 
Cottonseed oil 10  10 
CaCO3 0.740  0.740 
KH2PO4 0.501  0.501 
K2HPO4 0.641  0.641 
Roughage 3.0  3.0 
Choline Chloride 0.2  0.2 
Water soluble Vitamin Mixture a) 0.1  0.1 
Oil soluble Vitamin Mixture b)  b) 
Ca.P free salt Mixture c) 2  2 
Lycopene  (mg/100g diet) －  10 
a) The water soluble vitamin mixture (in %): thiamine, 0.5; riboflavin, 0.5; pyridoxine, 0.5; calcium pantothenate, 
2.8; nicotinamide, 2.0; inositol, 20.0; folic acid, 0.02; vitamin B12, 0.002; biotin, 0.01; and glucose monohydrate, 
73.7. 
b) The rats received a supplement of fat-soluble vitamin in cotton seed oil three times a week which was supplied 
with 70 g of -carotene, 105 g of 2-methyl-1,4-naphthoquinone, 875 g of -tocopherol and 525 I.U. of vitamin 
D3. The 5 drops of Oil soluble Vitamin Mixture were put on the feed in each tray just before feeding. 
c) The Calcium (Ca) Phosphorus (P) free salt mixture (in %) : potassium chloride, 57.7; sodium chloride, 20.9; 
magnesium sulfate anhydrous, 17.9; copper (II) sulfate pentahydrate, 0.078; sodium fluoride, 0.113; cobalt (II) 
chloride, 0.004; potassium lodide, 0.01; magnese (II) sulfate pentahydrate, 0.06; hexaammonium heptamolybdate 
tetrahydrate, 0.005; iron (II) sulfate heptahydrate, 3.22; zinc sulfate heptahydrate, 0.44. 
d) The diets were made at constant Ca/P raitio. 
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3-2．試料採取 
 研究課題 1-2 と同様に行った． 
  
3-3．血清および肝臓リコピンの定量 
 研究課題 1-2 と同様に行った． 
 
3-4．骨密度測定 
 研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-5．大腿骨破断強度測定 
 研究課題 1-1 と同様に行った．  
 
3-6．骨代謝マーカー 
研究課題 1-2 と同様に行った． 
 
3-7．酸化ストレスレベルおよび抗酸化力 
研究課題 1-2 と同様に行った． 
 
3-8．統計処理 
データはすべて mean±SE で表した．また，統計ソフトは SPSS（version 21.0 J; SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA）を使用し，各群の差は施術およびリコピン投与の有無を主効果として二
元配置分散分析［Two-way analysis of variance］を用い検討した．交互作用が認められた場合，
グループ間の多重比較には Bonferroni を用い検定した．リコピン添加食摂取群間の肝臓リコ
ピン蓄積量の比較には対応のない t 検定を用いた．統計的有意水準は 5%とした． 
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4．結果 
4-1．最終体重，体重増加量，飼料摂取量，飼料効率および生体内リコピン濃度 
最終体重，体重増加量，飼料摂取量，飼料効率を Table 11 に示した．実験開始時の体重は
4 群間に差はなかった（Sham – 0 ppm lycopene，152.5  2.3 g；Sham-100 ppm lycopene：153.5 
 2.3 g；OVX – 0 ppm lycopene, 153.0  2.3 g；OVX – 100 ppm lycopene，151.7  1.7 g）．最終
体重，体重増加量に施術およびリコピン摂取の主効果がみられた．飼料摂取量および飼料
効率には施術の主効果がみられた． 
リコピン非摂取群では肝臓組織中からリコピンは検出されなかった．肝臓リコピン濃度
は，Sham - 100 ppm 群と比べ OVX - 100 ppm 群が有意な低値を示した（p < 0.05）．血清中の
リコピン濃度は検出限界以下であった．  
 
  
1 
 
Table 11  Body weight, food intake, and liver lycopene concentration. 
 
Sham  OVX  Two-way ANOVA (p value) 
0 ppm 100 ppm  0 ppm 100 ppm  Operation Lycopene intake Interaction 
Final body weight (g) 292.8  5.1 318.8  3.7  384.8  11.5 392.5  7.1  <0.001 0.022 ns 
Body weight gain (g/day) 2.3  0.1 2.7  0.1  3.7  0.2 3.9  0.1  <0.001 0.029 ns 
Food intake (g/day) 15.0  0.7 17.0  0.7  18.5  0.9 19.2  0.7  <0.001 ns ns 
Food efficiency 
a)
 0.16  0.01 0.16  0.01  0.20  0.01 0.20  0.01  0.001 ns ns 
Liver lycopene concentration (nmol/g tissue) N. D. 
b)
 27.4  2.4  N. D. 
b)
 18.5  1.6*  - - - 
a) Food efficiency was calculated by “Body weight gain (g/day) / Food intake (g/day)”. b) N. D. abbreviates “Not detectable”. Values are expressed as mean  SE. *p  0.05 compared 
with Sham-operated 100 ppm lycopene intake group. “ns” indicates not significant. 
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4-2．腰椎および脛骨骨密度 
 腰椎，全脛骨，脛骨近位部，脛骨骨幹部の骨密度を Table 12 に示した．腰椎では施術の
主効果がみられた．全脛骨および脛骨近位部の骨密度では施術およびリコピン摂取の主効
果がみられた．脛骨骨幹部骨密度では，リコピン摂取の主効果がみられた． 
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Table 12  Bone Mineral Density (BMD) of lumbar spine and tibia. 
 
Sham  OVX  Two-way ANOVA (p value) 
0 ppm 100 ppm  0 ppm 100 ppm  Operation Lycopene intake Interaction 
Lumbar spine (mg/cm
2
) 204.3  4.5 206.6  3.3  183.0  3.3 191.8  2.7  <0.001 ns ns 
Total Tibia (mg/cm
2
) 136.0  1.9 141.2  1.7  128.8  1.3 135.0  1.0  <0.001 <0.001 ns 
Tibial proximal metaphysis
a)
 (mg/cm
2
) 173.9  4.4 194.5  3.5  143.4  2.7 154.9  2.7  <0.001 <0.001 ns 
Tibial diaphysis 
b) 
(mg/cm
2
) 119.1  1.3 123.2  1.5  120.6  1.1 125.5  1.0  ns <0.001 ns 
a) Tibial proximal metaphysis, the proximal one-fifth of tibia, including the epimetaphyseal region representing the cancellous sites. b) Tibial diaphysis, the middle two-fifth of the 
tibia, representing cortical diaphyseal region. Values are expressed as mean  SE. “ns” indicates not significant. 
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4-3．大腿骨破断強度 
 体重補正した大腿骨破断力および破断エネルギーの結果を Table 13 に示した．破断力にお
いて，有意な施術の主効果および交互作用が認められ（p = 0.007），単純主効果を検定した
結果，OVX ラットにおいて，100 ppm リコピン添加食群は非添加食群よりも有意な高値を
示した（p < 0.05）．破断エネルギーにおいては，施術による主効果が認められた． 
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Table 13  Femoral breaking strength. 
 
Sham  OVX  Two-way ANOVA (p value) 
0 ppm 100 ppm  0 ppm 100 ppm  Operation Lycopene intake Interaction 
Breaking force (×10
6
 dyn/100 g BW) 7.22  0.32 6.59  0.14  5.60  0.27 6.26  0.18 #  <0.001 ns 0.007 
Breaking energy
 
(×10
5
 erg/100 g BW) 4.43  0.51 4.36  0.43  3.29  0.35 3.46  0.25  0.011 ns ns 
Breaking force and energy represent the bone architectural function indicating mechanical properties of femur. # p < 0.05 compared with 0 ppm lycopene diet intake group with the 
same operation by simple main effect test following Two-way ANOVA. Values are expressed as mean  SE. “ns” indicates not significant. 
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4-4．骨代謝マーカー 
 骨吸収マーカーである尿中Dpd排泄量および骨形成マーカーである血清Bone ALP活性の
結果を Table 14 に示した。尿中 Dpd 排泄量では施術およびリコピン摂取の主効果がみられ
た．同じく骨吸収マーカーである血清 TRAP 活性では，施術による主効果がみられた（Sham 
– 0 ppm lycopene，12.05  1.30 mU；Sham – 100 ppm lycopene：11.78  0.49 mU；OVX – 0 ppm 
lycopene, 15.16  1.17 mU；OVX – 100 ppm lycopene，13.17  1.25 mU; Operation, p = 0.043）．
血清 Bone ALP 活性では，有意な施術の主効果および交互作用が認められ（p = 0.011），単純
主効果を検定した結果，Sham ラットにおいて，100 ppm リコピン添加食群は非添加食群よ
りも有意な高値を示した（p < 0.01）．  
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Table 14  Bone turnover markers. 
 
Sham  OVX  Two-way ANOVA (p value) 
0 ppm 100 ppm  0 ppm 100 ppm  Operation Lycopene intake Interaction 
Urinary Dpd excretion (nmol/mg creatinine) 0.44  0.05 0.20  0.03  0.76  0.10 0.36  0.07  0.001 <0.001 ns 
Serum Bone ALP activity
 
(mU) 35.19  2.38  52.75  2.50 ##  56.61  2.76 52.31  5.80  0.014 ns 0.011 
a) Urinary Dpd excretion corrected by urinary creatinine excretion. b) Serum Bone ALP activity; serum Bone ALP activity represents the osteoblast activity, and was described 
for mU as mmol per minutes. ## p < 0.01 compared with 0 ppm lycopene diet intake group with the same operation by simple main effect test following Two-way ANOVA. Values 
are expressed as mean  SE. “ns” indicates not significant. 
.  
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4-5．酸化ストレスマーカーおよび抗酸化力 
 血清 d-ROMs レベル，血清抗酸化力の結果を Table 15 に示した．酸化ストレスマーカーで
ある血清 d-ROMs レベルでは施術の主効果がみられた．抗酸化力指標である血清 BAP では
施術やリコピン摂取の主効果や交互作用はみとめられなかった． 
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Table 15  Oxidative stress levels and antioxidative potency. 
 
Sham  OVX  Two-way ANOVA (p value) 
0 ppm 100 ppm  0 ppm 100 ppm  Operation Lycopene intake Interaction 
Serum d-ROMs level (U.CARR) a) 342  12 337  14  239  7 240  9  <0.001 ns ns 
Serum BAP level (μmol) b) 3124  109 2685  69  2876  75 2747  83  ns ns ns 
a) d-ROMs, diacron reactive oxygen metabolites; the values were described as arbitrary unit, U.CARR, which was equivalent to 0.08 mg/100 mL H2O2. 
b) BAP, biological antioxidant 
potential; serum BAP level represented the ferric reduction capacity of serum to ferrous, and the values were expressed in mol ferrous ions/liter of sample. Values are expressed as 
mean  SE. “ns” indicates not significant. 
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5．考察 
 卵巣摘出［OVX］ラットおよび卵巣摘出偽出術を施した発育期雌［Sham］ラットを用い，
骨代謝に対するリコピン摂取の効果にエストロゲンの有無が及ぼす影響を検討した．その
結果，エストロゲン欠乏状態ではリコピンの吸収量の減少あるいは利用量の増大といった
生体内のリコピン動態が変化する可能性が示唆された．また，骨形成マーカーおよび大腿
骨骨破断力に有意な卵巣摘出術とリコピン摂取の交互作用がみとめられ，骨形成マーカー
では Sham ラットでのみ、大腿骨骨破断力では OVX ラットでのみ有意なリコピン摂取の効
果がみられた．一方で，エストロゲンの有無にかかわらず，リコピン摂取は骨吸収および
骨密度低下を抑制することが示唆された． 
 本研究における生体内のリコピン蓄積量の指標である肝臓リコピン濃度は，100 ppm リコ
ピン添加食群間において，Sham 群と比較して OVX 群が有意な低値を示した．このことか
ら，エストロゲン欠乏状態では，リコピンの吸収量が減少する，あるいは利用量が増大す
るといった体内リコピンの動態が変化する可能性が推察された．また，本研究では，血清
中のリコピン濃度は，検出限界を下回ったため検討できなかった．しかしながら，リコピ
ン摂取量が生体内のリコピン蓄積量および血清リコピン濃度に直接的に関連することが報
告されていることから（Cohen et al., 2002; Rao et al., 2007），実験においても血清中にリコピ
ンは存在するが，肝臓リコピン蓄積量と同様に Sham 群と比較して OVX 群で低値となって
いたことが推察される． 
 本実験では，骨強度の指標である大腿骨骨破断力において，有意な施術つまり OVX の主
効果，および OVX とリコピン摂取の交互作用がみとめられ，OVX ラットにおいてのみ，
100 ppm リコピン添加食群は非添加食群よりも有意な高値を示した．本研究において，大腿
骨破断強度は，荷重負荷の影響を受けやすい皮質骨部位である大腿骨骨幹の中央部で測定
しており（El Hage et al., 2009; Wronski et al., 1983; 栗若，2008; 原ら，1994），骨強度には骨
密度も大きく影響することから，体重による補正を行った．骨強度は，その 70％は骨密度
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に，その他 30%は骨微細構造，骨代謝回転，微細損傷の蓄積といった骨質の要因によって
規定されている（NIH, 2000）．本実験では，皮質骨主体部位の脛骨骨幹部骨密度においてリ
コピン摂取の主効果がみとめられており，リコピン摂取により両施術群とも骨密度の減少
が抑制された．このことから，破断強度を測定している大腿骨骨幹部も，脛骨骨幹部と同
様に長幹骨の骨幹部であり類似の骨の特性を有していると考えられることから，大腿骨骨
幹部においてもリコピン摂取により骨密度の減少が抑制されていると推察される．一方で，
大腿骨破断力ではリコピン摂取の主効果はみとめられず，OVXラットにおいてのみ100 ppm
リコピン添加食群が非添加食群よりも有意な高値を示した．以上のことから，OVX ラット
では，骨強度を規定する 2 要因のうち，骨密度ではなく，骨質に対してリコピン摂取の改
善効果が得られた可能性が考えられる．骨基質のコラーゲン分子をつなぐコラーゲン架橋
には，生理的架橋と非生理的架橋がある（Saito et al., 2010）．ピリジノリンなどの生理的架
橋は，善玉架橋とも呼ばれ，骨の石灰化を促進し，また，粘性強度の高い骨質とすること
で骨強度の向上に寄与する．ペントシジンなどの非生理的架橋［AGEs 架橋］は悪玉架橋と
よばれ，骨の石灰化を阻害し，骨強度を低下させることが報告されている（Saito et al., 2010）．
通常、骨には生理的架橋と AGEs 架橋が混在しているが，酸化ストレスが AGEs 架橋を増加
させ，骨の粘性強度を低下させることが示されている（Saito et al., 2010）．エストロゲン欠
乏は酸化ストレスの増大に関与することが示唆されている（Bednarek-Tupikowska et al., 
2009; Hernández et al., 2000; Topçuoglu et al., 2009）．また，卵巣摘出ラットの大腿骨組織にお
いて，偽手術ラットと比較して，酸化ストレスレベルの増大および抗酸化酵素活性の低下
が報告されている（Muthusami et al., 2005）．Saito ら（2006）は，閉経後骨粗鬆症を罹患し
大腿骨頸部骨折をした女性の骨中の生理的架橋の減少および AGEs 架橋の著しい増加を報
告している．以上のことから，本実験においても，全身性酸化ストレスマーカーには反映
されていないが，エストロゲン欠乏が骨局所における酸化ストレスの増大を惹起し，骨コ
ラーゲンの AGEs 架橋を増加させ骨質を低下させたことにより，OVX ラットの骨強度が低
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下したと推察される．そして，OVX ラットにおけるリコピン摂取は，骨局所の酸化ストレ
スを軽減し，骨コラーゲンの AGEs 架橋の増加を抑制することで骨質を改善させ，骨強度の
低下を抑制した可能性が示唆される． 
 骨形成マーカーである血清 Bone ALP 活性において，有意な OVX の主効果，および OVX
とリコピン摂取の交互作用がみとめられ，Sham ラットにおいてのみ，100 ppm リコピン添
加食群は非添加食群よりも有意な高値を示した．先行研究において，リコピンが骨芽細胞
様細胞の細胞増殖およびアルカリフォスファターゼ活性を促進することが報告されている
（Kim et al., 2003）．エストロゲン欠乏により，骨吸収および骨形成ともに亢進した高代謝
回転型の骨代謝に変化する（宮浦, 1996）．本実験においても，骨吸収および骨形成ともに
OVX の主効果がみとめられ，OVX 群が Sham 群よりも高値を示していることから，OVX
群では高代謝回転型の骨代謝となっていた可能性が示唆される．OVX 群においては，すで
に高い骨形成の活性であったためにリコピン摂取の骨形成への効果がみとめられなかった
可能性が考えられる． 
 本実験においても，研究課題 1 および 2 と同様に，抗酸化物質であるリコピンの摂取は
骨代謝への効果は認められたが，全身性酸化ストレスレベルに影響を及ぼさなかった．一
方で，100 ppm リコピン添加食摂取群において，OVX 群の肝臓リコピン蓄積量は Sham 群と
比較して有意な低値となっていることから，研究課題 1，2 および上述のように，リコピン
が骨局所のような局所性の酸化ストレスの軽減に作用した可能性が考えられる．また，全
身性酸化ストレスマーカーには施術の主効果が認められ，Sham 群と比較して OVX 群が低
値を示した．閉経後女性において，閉経前女性と比較して，血清脂質過酸化レベルが高い
ことが報告されている（Bednarek-Tupikowska et al., 2009）．動物実験では，成熟期 OVX ラッ
トの血漿または血清脂質過酸化レベルは Sham ラットと比較して有意に高いことが示され
ている（Hernández et al., 2000; Tang et al., 2012; Topçuoglu et al., 2009）．本研究の結果は，こ
れらの先行研究とは矛盾する結果となった．エストロゲンは，Phenol-hydroxyl ring からの水
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素の供与体としての働きにより，抗酸化物質として作用し、in vitro において細胞膜リン脂
質の脂質過酸化に対し抗酸化能を発揮することが報告されている（Sugioka et al., 1987）．ま
た，エストロゲンは抗酸化酵素である SOD や GPx の発現を増加させることが示されている
（Bellanti et al., 2013; Borrás et al., 2005; Gómez-Zubeldia et al., 2000; Strehlow et al., 2003）．
Neugarten ら（2007）は，エストロゲンが NADPH oxidase の発現を減退させ、スーパーオキ
サイド産生を抑制することを報告している．同様に，エストロゲン欠乏による生体内の抗
酸化酵素の発現や活性の低下，抗酸化物質レベルの低下も示されている（Almeida et al., 2007; 
Hernández et al.,2000; Massafra et al.,1997; Strehlow et al.,2003）．本実験では，エストロゲン欠
乏による抗酸化力の低下もみとめられなかった．エストロゲン欠乏による酸化ストレスの
増大が示されている先行研究は，閉経後女性や，成熟後に OVX を施し長期飼育した齧歯類
を対象としている．酸化ストレスの増大要因の一つとして，加齢の影響があげられる（Valko 
et al., 2007）．本研究は，発育期の齧歯類を対象としており加齢の影響は小さいと考えられ，
対象の違いが先行研究と異なる結果につながった可能性が考えられる．また，本研究の酸
化ストレスレベルおよび抗酸化力は，2 ヵ月間飼育後のエンドポイントのみの結果であり，
今後継時的変動も含めた検討が必要であると考えられる． 
 以上から，骨形成に対しては Sham ラットでのみ、骨強度に対しては OVX ラットでのみ
有意なリコピン摂取の効果がみられた．これらのことから、エストロゲン欠乏が骨代謝に
対し負の影響を及ぼした場合にはリコピン摂取の骨代謝に対する保護効果が発揮される可
能性が示唆された．一方で，エストロゲンの有無にかかわらず，リコピン摂取には，骨吸
収，および骨密度低下を抑制する効果があることが示された．また，エストロゲン欠乏状
態ではリコピンの吸収量の減少あるいは利用量の増大といった生体内のリコピン動態が変
化する可能性が示唆され，その要因の一端としてリコピンが骨局所のような局所における
酸化ストレスの軽減に寄与した可能性が考えられる．  
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研究課題 3 要約 
  
 研究課題 3 では，卵巣摘出［OVX］ラットおよび卵巣摘出偽出術を施した発育期雌［Sham］
ラットを用い，骨代謝に対するリコピン摂取の効果にエストロゲンの有無が及ぼす影響の
検討を行った．その結果，骨形成マーカーおよび大腿骨骨破断力に有意な卵巣摘出術とリ
コピン摂取の交互作用がみとめられ，骨形成に対しては Sham ラットでのみ、骨強度に対し
ては OVX ラットでのみ有意なリコピン摂取の効果がみられた．これらのことから、エスト
ロゲン欠乏が骨代謝に対し負の影響を及ぼした場合にはリコピン摂取の骨に対する保護効
果が発揮される可能性が示唆された．一方で，エストロゲンの有無にかかわらず，リコピ
ン摂取には，骨吸収，および骨密度低下を抑制する効果があることが示された．また，エ
ストロゲン欠乏状態ではリコピンの吸収量の減少あるいは利用量の増大といった生体内の
リコピン動態が変化する可能性が示唆され，その要因の一端としてリコピンが骨のような
局所における酸化ストレスの軽減に寄与した可能性が考えられる．  
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第 IV 章 総合討論 
 
 本博士論文では，骨量減少リスクを有した発育期雌ラットにおけるリコピン摂取の骨量減
少に対する軽減効果の検討を行った． 
 
リコピン摂取の骨量減少軽減効果 
 本博士論文では，発育期雌ラットを用い，低 Ca 食摂取による骨形成および海綿骨骨密度
の低下に対して，リコピン摂取が，有意に骨吸収を抑制，骨形成を促進し，海綿骨骨密度
の低下を抑制することを示した【研究課題 1】．さらに，より重篤な骨量減少リスクを有し
た低カルシウム摂取・エストロゲン欠乏モデルにおいて、リコピン摂取が骨吸収の亢進，
海綿骨骨密度の低下，および骨強度の低下の抑制に対し有効であるか検討した【研究課題 2】．
その結果，リコピン摂取が，有意な骨吸収の抑制，海綿骨および皮質骨の骨密度低下の抑
制，さらに骨強度の低下の抑制に有効であることが示された．これらのことから，低 Ca 摂
取やエストロゲン欠乏のような骨量減少リスクを有した状態において，リコピン摂取は骨
量減少抑制効果を示すことが示唆された．近年，酸化ストレスが骨量減少および骨の脆弱
化のリスクファクターとなることが報告されていることから（Bai et al., 2004; Garrett et al., 
1990; Saito et al. 2010），このリコピンの骨量減少軽減効果には，リコピン摂取による酸化ス
トレスの軽減が関与している可能性が考えられる．先行研究においても，骨吸収抑制効果
とともに，リコピン投与による全身性酸化ストレスマーカーの有意な減少が報告されてい
る（Mackinnon et al., 2011）．しかしながら，本研究において，有意な骨量減少抑制効果は得
られたものの，リコピン摂取は全身性の酸化ストレスに影響を与えなかった【研究課題 1，
2，3】．ラットに対し，本研究よりも高用量，あるいは長期間のリコピン摂取をさせた先行
研究では有意な全身性酸化ストレスの軽減効果が示されていることから（Al-Malki et al., 
2011; Çeribaşi et al.,2010; Moselhy et al., 2008），本研究のリコピン用量は，骨量減少リスクを
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有した発育期雌ラットにおける骨量減少の軽減には十分であったが，全身性酸化ストレス
の軽減効果を得るためには不十分であった可能性が考えられる．これまでに，発育期の女
性をはじめとするヒトを対象として，リコピン摂取の骨量減少リスクを有した状態におけ
る骨量減少抑制効果を検討した研究はない．閉経後女性を対象とした先行研究では，リコ
ピン投与の骨量への効果はみられていないが，骨吸収抑制効果および全身性酸化ストレス
の軽減効果は報告されている（Mackinnon et al., 2011）．Mackinnon らの先行研究において骨
量への効果がみられなかった要因として，骨量への効果がでるまでにより長い投与期間が
必要とされることも考えられる．また，ヒトは齧歯類よりもリコピンなどのカロテノイド
の吸収率が高いことから（Lee et al., 1999），リコピンの体内での動態が異なる可能性も考え
られる．以上のことから，ヒトへの応用に際して，リコピン摂取による酸化ストレスおよ
び骨量減少に対する軽減効果を得るためには，リコピンの用量だけでなく投与期間も考慮
して検討を行っていく必要性が考えられる． 
 リコピン摂取の全身性酸化ストレス軽減効果はみられなかった一方で，全身性酸化スト
レスレベルと骨密度の間に有意な負の相関が認められた【研究課題 1，2】．リコピンの投与
は，破骨細胞などの様々な細胞において，炎症性サイトカインの発現および活性酸素産生
を軽減することが報告されている（Gouranton et al., 2011; Palozza et al., 2011; Rao et al., 2003）．
本研究においても，とくに骨組織や骨髄のような局所において酸化ストレスが軽減された
ことによって骨量減少が抑制された可能性が考えられる．そして，その局所での酸化スト
レスの軽減が全身性酸化ストレスマーカーにも多少なりとも反映され，全身性酸化ストレ
スマーカーが低いほど骨密度が高くなった可能性が考えられる．また，本研究において，
同様に全身性酸化ストレスマーカーには反映されていないが，リコピン摂取が，骨局所の
酸化ストレスを軽減し，骨質を改善させることで骨強度の低下を抑制した可能性が示唆さ
れた【研究課題 3】．これらのことから，今後，炎症性サイトカインや骨質マーカーのよう
な骨局所の酸化ストレスマーカーを評価する必要があると考えられる．また，リコピンに
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は，直接的な intercellular gap junctional communication の誘導や細胞の分化・増殖を制御する
ことが報告され（Ferraira et al., 2003），骨細胞や骨芽細胞，破骨細胞間での intercellular gap 
junctional communication は骨のリモデリングにおいて重要な役割を果たすことが示唆され
ている（Batra et al., 2012）．さらに，先行研究において，リコピンは骨芽細胞や破骨細胞の
分化および増殖，活性化を制御することも報告されている（Kim et al., 2003; Rao et al., 2003）．
これらのことから，本研究の結果からも示唆されるが，リコピンには，酸化ストレスの軽
減を介さない骨代謝への直接的な効果の可能性も示唆されており，リコピンが骨に有益な
効果を与えるメカニズムについてはさらなる検討が必要である． 
 
研究限界と今後の課題 
 本研究では，骨量減少リスクを有した状態におけるリコピン摂取と運動の併用による骨
量減少抑制効果を検討していく上で，まず骨量減少リスクを有した状態におけるリコピン
摂取単独での骨量減少抑制効果の検討を行った．その結果より，骨量減少リスクを有した
状態において，リコピン摂取は骨量減少を抑制することが示された．今後は，運動を負荷
し，骨量減少リスクを有した状態におけるリコピン摂取と運動の併用の骨量減少抑制効果
を検討していく必要がある．適度な運動のような骨に対して正の効果を与える運動とリコ
ピン摂取の併用は，骨量減少リスクを有した状態における骨量減少の抑制に対してより有
効に作用することが期待される．一方で，高強度運動や過剰な運動負荷により運動が骨に
対して負の影響を及ぼす，あるいは運動の骨への効果が消失してしまっているような場合
においては，リコピン摂取によって，骨量減少を抑制し，骨量維持に寄与することができ
る可能性が考えられる．また，リコピン摂取による運動誘発性の酸化ストレスの軽減効果
が報告されていることからも（Liu et al., 2005; Pialoux et al., 2010; Plunkett et al., 2010; Ramel 
et al., 2004），リコピン摂取により高強度運動や過負荷の運動・トレーニングにより惹起さ
れる酸化ストレスを軽減し骨に対する負の影響を取り除くことで，運動の骨への効果を回
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復させることができると推察される． 
 本研究では，リコピン摂取は骨量減少リスクを有した状態における骨量減少や骨強度の
低下を抑制したが，全身性酸化ストレスレベルには影響を与えなかった．しかしながら，
骨密度と全身性酸化ストレスレベルには有意な負の相関がみとめられたことから，リコピ
ン摂取が骨局所の酸化ストレスを軽減し，骨密度や骨強度の低下の抑制に寄与した可能性
が推察された【研究課題 1，2，3】．今後は、リコピン摂取の骨量減少抑制効果のメカニズ
ムを明らかとするためにも、骨局所の酸化ストレスレベルも検討する必要があると考えら
れる．また，リコピンには酸化ストレスの軽減を介さない骨代謝への直接的な効果の可能
性も示唆されていることから（Batra et al., 2012; Ferraira et al., 2004; Kim et al., 2003; Rao et al., 
2003），リコピンの抗酸化物質としての機能以外で，骨代謝に対し有効に作用するメカニズ
ムについても検討が必要である． 
 本研究では，骨量減少を引き起こすことを重点においたモデルを作成するために，発育
期雌ラットに対し，低 Ca 食摂取【研究課題 1-1】，あるいは低 Ca 食摂取と卵巣摘出による
エストロゲン欠乏を負荷した【研究課題 2-1】．そのモデルを用い，低 Ca 摂取やエストロゲ
ン欠乏により引き起こされる骨量減少に対するリコピン摂取の軽減効果が明らかになった．
しかしながら，低 Ca 摂取という条件下ではあるが、実際に若年女性や FAT でみられる低カ
ルシウム摂取状態は，摂取エネルギー量やタンパク質などの骨に重要な他の栄養素等の摂
取量も不足した状態である場合が多い．また，本研究の卵巣摘出エストロゲン欠乏ラット
は，先行研究と同様に（Blaustein et al., 1976; Morin et al., 1978; Redick et al., 1973），偽手術ラ
ットと比較して，体重および食餌量が有意に高値となっている【研究課題 2-1，3】．若年女
性や FAT における低循環エストロゲン状態は，痩せや摂取エネルギー量の不足を伴ってい
る場合が多く，本実験のモデルラットとは反対の特徴を有する．また，脛骨骨幹部の骨密
度の結果からも示唆されるように，体重やそれによる過重負荷はとくに皮質骨骨密度に大
きく影響する．これらのことから，ヒトへの応用につなげるために，今後より実際の状況
108 
 
に近いモデルによりリコピン摂取の効果を検討する必要がある． 
 本研究では，様々な食物由来抗酸化物質の中からリコピンに着目し，骨代謝に対する効
果の検討を行い，リコピン摂取の骨量減少抑制効果を明らかにした．これにより，リコピ
ンの骨代謝に対する有効性を明らかにすることはできたが，最少有効用量といった，他の
抗酸化物質や機能性物質と比較したリコピンの骨代謝に対する効果の大きさの比較検討は
行っていない．これまでに，リコピンだけでなく，ビタミン C や緑茶ポリフェノール，レ
スベラトロールといった食物由来抗酸化物質の骨量減少抑制効果や酸化ストレス軽減効果
も報告されている（Deyhim et al., 2008; He et al.,; 2010; Kupisiewicz et al., 2010; Sahni et al., 
2009）．リコピンの骨量減少抑制に対する有効性をより明らかとするためにも，今後，上記
のような他の食物由来抗酸化物質の骨量減少抑制効果との比較検討を行っていく必要があ
ると考えられる． 
 本研究により，骨量減少リスクを有した状態におけるリコピン摂取の骨量減少軽減効果
が明らかとなったことから，運動とリコピン摂取の併用が，同条件下における骨量減少の
抑制に対してより有効に作用することが期待され，その可能性は今後検討すべき課題であ
る．不適切な栄養素等摂取や低エストロゲン状態などの骨量減少リスクを有した若年女性
や閉経期の女性，あるいはそれらのモデルラットに，骨代謝に有効であることが報告され
る低あるいは中強度の走行運動のような荷重運動トレーニングを負荷し，同時にリコピン
を長期的に摂取させることで，骨量減少リスクを有した状態における運動とリコピン摂取
の併用効果を明らかにできると考えられる．また，思春期の女性スポーツ選手にみられる
FAT のような骨量減少や骨の脆弱化は，運動の骨代謝に対する正の効果が消失した状態であ
り，骨量獲得に重要な時期であることから解決すべき重要な課題である．小林ら（2011）の
先行研究に示される食餌制限下での自発走行運動により誘発される骨量減少を呈するモデ
ルラットや，女性月経障害や無月経を伴い，同年代の女性よりも低骨量の状態を呈する若
年女性スポーツ選手において，それら対象の骨代謝に対し有効なリコピン摂取を検討する
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ことで，運動の負の影響を相殺し，骨代謝への効果を最大化することのできるリコピンの
摂取を明らかにすることができると考えられる．以上のように，本研究により明らかにな
った骨量減少リスクを有した状態におけるリコピン摂取の骨量減少軽減効果を基盤として，
今後リコピン摂取と運動の併用効果を検討していきたい． 
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第 V 章 結論 
 
 発育期雌ラットを用いた検討により，骨量減少リスクを有する条件下において，リコピ
ン摂取は骨吸収の抑制や骨形成の亢進，骨密度低下の軽減に有効であることが明らかとな
った．このことから，リコピン摂取は，骨量減少リスク存在下において，骨量の維持ある
いは増大に寄与できることが示唆された． 
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